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Resumo

0 sistema imune é um dos principais alvos da radiacdo ionizante. Os efeitos de altas doses de
radiacao sao conhecidos e bem documentados, mas os de baixas doses (LDIR) carecem de
estudos aprofundados. O peixe zebra tem sistema imune bem preservado, sendo um modelo
atraente para estudar LDIR.

Neste contexto, realizou-se uma revisao bibliografica para criar um esboco inicial da interacao
LDIR-sistema imune.

Em termos experimentais, avaliou-se os efeitos da irradiacao com doses de 10 e 35 mGy em
peixe zebra, estudando-se o impacto do tempo decorrido pds irradiacao na expressao de
proteina C-reativa (CRP) e IFN-gama, utilizando ELISA.

Na andlise tedrica, verificou-se que LDIR em irradiac6es agudas induz resposta pré-inflamatdria
e LDIR emirradiac6es cronicas resposta anti-inflamatdria.

Ap6s irradiacao, CRP apresentou aumentos significativos no grupo de 35 mGy, do 12 ao 72 dia,
enquanto 10 mGy teve aumento e decréscimo ligeiros ao 12 e 72 dia, respetivamente. Quanto a
IFN-gama, verificaram-se ligeiros decréscimos no 12 dia, nas duas doses, mas uma reducao
significativa para 10 mGy ao 72 dia.

Os resultados sugerem que irradiac6es com dose absorvida de 10 e 35 mGy, com baixa taxa de
dose, provocam inflamacao inicial, proporcional a dose, e induzem respostas
anti-inflamatdrias para combaté-la.

Palavras-chave: radiobiologia; radiacao ionizante; baixa dose; sistema imune; peixe zebra



Abstract

The immune system is a major target of ionizing radiation. While the effects of high radiation
doses are well-known, those of low doses (LDIR) remain unclear. Zebrafish possess a well-
preserved immune system, making them an appealing model to study LDIR effects.

A literature review was made to understand the relationship between LDIR and the immune
system. It was concluded that acute LDIR induces a pro-inflammatory response, while chronic
LDIR elicits an anti-inflammatory response.

Subsequently, zebrafish were exposed to radiation doses of 10 and 35 mGy, and the expression
of C-reactive protein (CRP) and IFN-gamma was quantified at the first- and seventh-day post-
irradiation using ELISA tests.

Following irradiation, CRP exhibited significant increases with 35 mGy from day 1 to day 7,
whereas 10 mGy showed a minor increase on day 1 and a slight decline on day 7. As for IFN-
gamma, there were modest reductions on day 1for both doses, but a significant reduction for 10
mGy onday 7.

The results suggest that low-dose irradiation at 10 and 35 mGy triggers initial dose-proportional
inflammatory responses, followed by anti-inflammatory responses to counteract inflammation.

Keywords: radiobiology; ionizing radiation; low dose; Immune system; zebrafish
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1. Introducao

1.1. Radiagao

A radiacao consiste em energia que se move na forma de ondas ou particulas, que podem ser
geradas por fontes naturais ou por dispositivos construidos pelo homem. Pode ser classificada
em dois tipos, ionizante e nao ionizante. Esta classificacao é baseada no potencial de ionizacao
de atomos, ou seja, na capacidade que determinada radiacao tem de atravessar matéria e fazer
com que esta tenha carga elétrica. Radiacao ionizante (ou IR, do inglés, jonizing radiation) pode
ainda dividir-se em dois outros grupos: diretamente ionizante, consistindo em particulas com
carga, como eletroes, protoes, particulas alfa ou ides pesados, e indiretamente ionizante,
consistindo essencialmente em particulas ou ondas eletromagnéticas neutras, como neutrées ou
fotoes (raios-x e raios-gama). A diferenca é que, enquanto a IR direta deposita energia através
deinteracoes de Coulomb diretas com os eletrdes orbitais dos atomos presentes na matéria, a IR
indireta ocorre em dois passos: uma particula carregada eletricamente é libertada no meio, apos
processo de ionizacao (por exemplo: fotdes libertam eletroes ou positroes, neutrdes libertam
protdes ou ides pesados) e estas vao depositar energia de forma idéntica a referida

anteriormente (1). Estas interac6es estao representadas na figura 1.
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Figura1- Tipos de interacdo radiagao-matéria



Apoés a descoberta da radiacao, tornou-se evidente que a exposicao acima de determinados
niveis de IR podera ter efeitos nocivos a curto e longo prazo em qualquer ser vivo. Em 1895,
Wilhelm Roentgen descobriu aquilo que atualmente se conhece como raios-X, e, alguns anos
depois, Henri Becquerel descobriu outro tipo de radiacao que tinha o uranio como fonte. Poucos
anos depois, Marie e Pierre Curie encontraram outras fontes, como poldnio e radio. A este
fendmeno, Marie Curie deu o nome de fosforescéncia natural ou, como é mais comummente

conhecido, radioatividade (2).

1.1.1. Radiobiologia

Os Curie acreditavam que a exposicao a radioatividade poderia ser utilizada para o alivio da dor,
sendo inicialmente utilizada para o tratamento de lipus, cancro ou outras doencas nervosas, com
algum sucesso (2). No entanto, os efeitos negativos comecaram a verificar-se pouco depois da
descoberta e, em 1903, Pierre Curie foi o primeiro a descrever a sindrome aguda de radiacao,
dizendo:

“Se alguém deixar uma caixa de madeira ou cartdo contendo uma pequena ampulheta de vidro
com alguns centigramas de sal no bolso por algumas horas, essa pessoa nao vai sentir qualquer
efeito. Mas, 15 dias depois, a epiderme nesse local ficara vermelha, e depois em ferida, algo que
serd muito dificil de curar” (3).

Hoje em dia, a sindrome aguda de radiacao é uma das condic6es clinicas mais estudadas, e muito
se sabe sobre os efeitos provocados por IR aos niveis celular, tecidular, de 6rgaos e de sistemas,
através do estudo da radiobiologia (2).

A base da radiobiologia assenta nas suposicoes de Bergonie e Tribondeau feitas em 1906,
também designadas de Lei de Bergonie e Tribondeau, de acordo com as quais, as células que sao
imaturas, indiferenciadas e que estao ativamente em mitose, como células tronco, sao mais
radiossensiveis, isto €, sao mais suscetiveis a radiagcao em comparacao com células que sao
maturas, diferenciadas e que nao estao ativamente em divisao, como neurdnios, que sao
chamadas de radiorresistentes (4).

A interacao entre as células e IR nao é absoluta. Por exemplo, uma vez que as células tém
mecanismos de reparacao, a interacao nem sempre resultara em dano permanente. Como tal,
podemos afirmar que a interacao sera probabilistica, uma vez que a deposicao de energia é feita

de forma aleatdria (4).



Para caracterizar a qualidade de um raio de IR, na radiobiologia utiliza-se o termo transferéncia
linear de energia ou LET (do inglés /inear energy transfer) que foca a atencao na taxa linear de
absorcao energética que o meio irradiado absorve quando é atravessado por este. A unidade
utilizada para este parametro é kiloeletron volt por micrémetro, ou keV/um. raios X e raios gama
sao considerados radiacoes de baixo LET, enquanto neutrdes, protoes e ioes pesados sao
radiacdes de alto LET. O valor que separa as duas designacoes é de 10 keV/um. Com o0 aumento
do LET, a capacidade de produzir danos bioldgicos também aumenta. A presenca ou auséncia de
oxigénio também influencia o efeito bioldgico, aumentando-o. No entanto, esta elevacao vai
depender do LET do raio, tendo um efeito mais dramatico quanto menor for o LET. Quanto maior
for o LET, mais negligenciavel sera o aumento do efeito bioldgico provocado pelo oxigénio (1).
Para medir IR, existem 3 unidades diferentes. Para medir radioatividade, a unidade Sl utilizada é
Becquerel, Bqg, e a unidade utilizada anteriormente era Curie, Ci. Para medir dose absorvida, Gray,
Gy, é a unidade SI, e rad é a unidade antiga. Esta unidade consiste na quantidade de energia
absorvida por massa (1 Gy=11/kg). Para medir dose efetiva/equivalente, utiliza-se Sievert, Sv, e
rem € a unidade antiga. Esta unidade é semelhante a anterior, no entanto, tem em conta a eficdcia
bioldgica de diferentes tipos de radiacao a tecidos, multiplicando a dose absorvida por um fator
de qualidade. Quando a radiacao é de LET baixo, é possivel afirmar que
1Sv=1Gy(1).

Nao existe nenhum tipo especifico de dano associado a IR, qualquer dano que resulte da
exposicao pode resultar de outras fontes, como térmica, quimica ou fisica. A interacao entre
IR/célula pode resultar de duas maneiras, direta e indiretamente.

A interacao direta ocorre quando a IR interage com alvos criticos da célula, como o acido
desoxirribonucleico (ADN) ou uma proteina, afetando diretamente a funcionalidade e viabilidade
da célula. Quando as células se encontram na fase M da mitose (1 de 4 fases), na qual estas se
dividem em duas, os cromossomas estao condensados e emparelhados, ficam num estado mais
radiossensivel, sendo mais suscetiveis a este tipo de interacdes. E também por isso que células
cancerigenas sao altamente suscétiveis a IR, resultado de uma ocorréncia de mitose
anormalmente alta e aumento de cromatina. Este processo é dominante quando a interacao se
da entre IR de alto LET e matéria bioldgica (4).

A interacao indireta ocorre quando IR interage com outras moléculas ou atomos da célula. Como
80% da célula é constituida por agua, sera com esta molécula que havera a grande parte das

interacdes. Como resultado, formam-se radicais livres como H-0* (ido dgua) ou OH- (radical



hidroxilo) que por sua vez interagem com outras estruturas da célula, quebrando ligacoes
quimicas e levando a alteracdes que podem resultar em danos bioldgicos. Este processo é
dominante quando a interacao se da entre IR de baixo LET e matéria bioldgica (1).
Células irradiadas, independente de interacao direta ou indireta com a célula, podem ter quatro
resultados diferentes: sem efeito; atraso da divisao; falha na reproducao e morte interfasica.
Atraso da divisao celular é o primeiro efeito observavel de exposicao a IR, que normalmente
ocorre em doses superiores a 0.5 Gy até 3 Gy. Quando o atraso se d3, por vezes, a célula pode
recuperar. Falha reprodutiva de uma célula é baseada na dose, e abaixo de 1.5 Gy, este efeito é
aleatdrio e nao linear. Quando em doses superiores a 1.5 Gy, o efeito torna-se linear e previsivel,
e a ocorréncia deste efeito aumenta com a dose. Morte interfasica pode ocorrer varias geracoes
ap0s exposicao, por apoptose, consequéncia do envelhecimento celular, ou porque um
mecanismo critico de replicacao celular foi alterado. O tipo de célula e a dose irradiada influencia
o resultado, com células radiossensiveis a demonstrar morte interfdsica a doses menores que
células radiorresistentes. Este ultimo efeito é mais comum em linfdcitos (4).
Os efeitos da radiacao na populacao humana podem ser classificados como somaticos, sendo
sentidos pelos individuos irradiados, ou genéticos/hereditarios, que sdo mutacoes em genes que
podem contribuir para o nascimento de descendentes com deficiéncia (1).
Os danos causados por irradiacao podem ser estocasticos, ou seja, de natureza aleatdria, ou
deterministicos/previsiveis. Efeitos deterministicos estao normalmente associados a morte
celular. Estes efeitos tém um limiar. Abaixo do limiar o efeito nao sera aparente, e acima do limiar,
a severidade dos efeitos aumenta com a dose. Alguns exemplos incluem anorexia, ndusea e
vomitos, que sao exemplos de sindrome aguda de radiacao. Efeitos estocasticos, ao contrario
dos anteriores, nao tém uma dose limiar para que acontecam, e a severidade € independente da
dose. No entanto, a probabilidade deste efeito ocorrer aumenta com o aumento da dose.
Exemplos incluem inducdo de cancro ou mutagdes genéticas hereditarias (5).
Existem diversas teorias sobre possiveis tipos de modelos dose-resposta diferentes, que
explicam os diferentes efeitos de exposicao a IR, representadas na figura 2, a saber:

e Modelo Linear No-Threshold: Qualquer dose de IR pode causar efeitos nocivos;

e Modelo Linear Threshold : Existe um limite conhecido e abaixo deste ndao existem

quaisquer efeitos;
e Modelo Linear Quadratic : Nao existe limite, a resposta a baixas doses € linear e a altas

doses é quadratica;



e Modelo Radiation Hormesis : Resposta bifasica, até determinada dose existem efeitos
positivos, e depois de um limite, os efeitos resultantes serao negativos.
Apesar de haver alguma contradicao sobre a utilizacao destes modelos, o modelo mais utilizado

para explicar a reacao das células humanas a exposicao de IR é o modelo Linear Quadratic (4).

A B

Negative
Effects
Negative
Effects

Dose Dose

Negative
Effects
Negative
Effects

Dose Dose

Figura 2- Diferentes curvas dose-resposta para o modelo Linear No-Threshold (), Linear Threshold model(B), Linear
Quadratic model(C) e Radiation Hormesis model (D), conforme artigo de revisao

1.1.2. Baixas doses vs Altas doses de Radiacao ionizante

Em 2012, o Comité Cientifico das Nacdées Unidas sobre os Efeitos da Radiacao Atdmica
(UNSCEAR, do inglés United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation)
define baixa dose de radiacao ionizante (LDIR, do inglés Low dose ionizing radiation) como
gualquer dose inferior a 100 mGy (6). No entanto, existem muiltiplos artigos de 2012 que utilizam
diferentes medidas de LDIR, definindo LDIR como <200 mGy (7), <500 mGy (8, 9), <1Gy (10), entre
outras doses ou critérios que tém vindo a ser aplicados. Acrescentando toda a documentacao
publicada antes de 2012 que utilizava uma definicao diferente (11-14), (anteriormente, a dose
limite mencionada era de 200 mGy), é possivel que o conhecimento atual sobre LDIR esteja
distorcido por estas contradicoes e alteracoes de concecoes.

Por outro lado, o conhecimento sobre os efeitos de alta dose de radiacao ionizante (HDIR, do
inglés High dose ionizing radiation) estao bem documentados, resultado de um grande foco no
estudo de radioterapia e grandes incidentes relacionados, como o bombardeamento de

Hiroshima e Nagasaki em 1945, ou o acidente nuclear de Chernobyl em 1986, combinado com a



disponibilidade de dados, a preocupacao da populacao geral e a urgéncia das situacoes, tendo
havido um esforco aumentado para a documentacao dos efeitos de HDIR. Como os efeitos de
LDIR nao eram tao facilmente observaveis, nem de tanta urgéncia, o estudo destas doses foi

sendo algo negligenciado.

1.2. Sistema Imune

Um dos alvos principais de IR é o sistema imune, uma vez que as suas células estao
constantemente em estado imaturo, em diferenciacao ou em proliferacao. O sistema imune
consiste numa colecao de células, tecidos e moléculas responsaveis pela protecao do organismo
contra diferentes agentes nocivos - sejam virus, bactérias, moléculas ambientais ou radiacao -
através de uma resposta coordenada, denominada de resposta imune. Assim, é sabido que o
sistema imune tem como funcdes a defesa contra infecoes e tumores; controlo da regeneracao
tecidular e cicatrizacao; reconhecimento e resposta de transplantes e manutencao da
homeostase dos tecidos. Por seu lado, este sistema é também responsavel pela inducao de
danos celulares e inducao de inflamacao patoldgica, causando respostas alérgicas, doencas
autoimunes e outras doencas inflamatdrias (15, 16).

0 sistema imune pode ser dividido em dois subgrupos: sistemaimune inato (Sll) e sistemaimune
adaptativo (SIA).

O SlI consiste na primeira linha de defesa, e a sua resposta a agressoes agudas ou persistentes
normalmente resulta em inflamacao. Inflamacao é um processo evolutivo ancestral que envolve
a ativacao, recrutamento e acao de células imunes, inatas e adaptativas. Para além de ser
essencial para a defesa contra agentes nocivos, é igualmente importante para a reparacao,
regeneracao e remodelacdo de tecidos (17). Células do Sl incluem granuldcitos,
mondcitos/macrdfagos, células dendriticas e células Natural Killer (NK). Granuldcitos sao células
caracterizadas pela presenca de granulos no citoplasma e incluem 4 tipos: neutrdfilos, basdfilos,
eosindfilos e mastdcitos (18). Neutrdfilos constituem a maioria dos leucdcitos sanguineos e sao
as primeiras células a ser recrutadas para o local de urgéncia imune, sendo responsaveis pela
eliminacao de patdgenos através processos conservados biologicamente como fagocitose e
desgranulacao e sao também capazes de regular as funcdes de macrdfagos e células B (19).
Eosindfilos sao células pleiotrdpicas altamente conservadas, com funcao chave na eliminacao de
parasitas como helmintos e tém papel patogénico no desenvolvimento de doencas alérgicas. Em

estudos recentes, tém demonstrado ter funcao anti tumoral (20). Basdfilos e mastdcitos sao



células que, da mesma forma que os eosindfilos, tém papel patogénico em doencas alérgicas.
Enquanto os mastdcitos sao células residentes, atuando no local onde se encontram, basdfilos
sao circulantes e necessitam de ser recrutados para os tecidos. Estas células libertam histamina,
proteina-chave de reagdes alérgicas (21).

Mondcitos sao leucdcitos capazes de se diferenciar em macroéfagos e células dendriticas. Estas
servem 3 funcgoes principais: fagocitose, apresentacao de antigenes e producao de citocinas.
Células dendriticas sao células apresentadoras de antigenes com uma potente plasticidade
funcional e atuam como intermedidrios entre respostas imunes inatas e adaptativas (22).
Células NK sao células da mesma linhagem dos linfdcitos T e B, e sao capazes de destruir
multiplas células adjacentes, assim como de potenciar respostas de anticorpos e células T,
demonstrando ser agentes anti tumorais importantissimos.

Para além das células, o Sll é composto de barreiras quimicas e fisicas, como a pele, enzimas
antimicrobianas e ainda o sistema complemento. O sistema complemento, assim como as células
dendriticas, funcionam como ponte entre o Sll e SIA. Este é constituido por 30 proteinas que
ajudam/complementam a funcao dos anticorpos, ativando uma cascata de reagoes bioquimicas
que levam a lise de agentes patogénicos. Outra funcao deste sistema € a atracao de células
imunes como macrdfagos e neutrdfilos, para o local de infecao(18).

Quando comparado com o SlI, o SIA é um sistema mais evoluido e complexo que consiste em
células e proteinas, que atuam especificamente no alvo e destroem-no. A caracteristica chave
deste sistema é a capacidade de memorizar a estrutura molecular dUnica de um patdgeno,
permitindo uma resposta rapida a futuras invasdoes do mesmo patdgeno. Este sistema inclui
linfocitos T e B e pode ser dividido em 2 tipos: mediada por células e humoral (15, 18).

Células T tém um papel fundamental na resposta mediada por células, quer seja por regulacao
das funcoes de outros linfdcitos ou atuando diretamente, matando células infetadas. A interacao
célula-patdgeno ocorre em recetores especificos, denominados de 7 cell receptors (TCR). As
células T podem ser divididas em duas populacoes, célula T com cluster de diferenciacao 8 (T
CD8"), quando ativadas, diferenciam-se em células T citotdxicas (Tc), e célula T com cluster de
diferenciacao 4 (T CD4"), que se diferenciam em células T helper (Th). Células Tc sao ativadas por
péptidos derivados de antigenes intracelulares e apresentados pelo complexo superior de
histocompatibilidade (MHC do inglés Major histocompatibility Complex) de classe | (MHC-I), e a
sua funcao é a de matar células infetadas. Estas células sao cruciais na defesa contra infecoes

virais. Células Th sao estimuladas por péptidos de antigenes extracelulares apresentados por



MHC de classe Il (MHC-II), e requlam as respostas de outros leucdcitos. Elas vao estimular a
atividade de macrdfagos, granuldcitos, células Tc e células B através da producao de citocinas.
Apds ativacao, células Th podem diferenciar em célula T helper tipo 1 (Th1), tipo 2 (Th2), tipo 9
(Th9), tipo 17 (Th17) e célula T regulatdria (Treg), dependendo do tipo de resposta necessdria (anti
ou pré-inflamatdria) (23).

Células B medeiam a imunidade humoral secretando anticorpos/imunoglobulinas (Igs), ou na
forma de recetor membranar, denominado B cell receptor (BCR). Existem diferentes tipos de
anticorpos, dependendo da resposta imune, do tipo de patdégeno e do préprio hospedeiro
(mamiferos tém tipos de anticorpos diferentes de peixes, por exemplo). Os anticorpos vao induzir
a neutralizacao, internalizacao e eliminacao dos patégenos. Sao também capazes de ativar o
sistema complemento (23).

Citocinas sao pequenas proteinas que sao produzidas por quase todas as células do corpo e
ajudam a regular e influenciar a resposta imune. Citocinas sao pleiotrdpicas, o que significa que
os seus efeitos dependem da célula que os recebe. As citocinas nao tém uma célula produtora
unica, sendo que uma citocina especifica pode ser produzida e secretada por varias células
diferentes. Por exemplo, fator de necrose tumoral-alfa, (TNF-alfa, do inglés Turmor necrosis
factor-alpha) pode ser produzida por neutréfilos, mondcitos/macrdfagos, células T, B, NK,
endoteliais, epiteliais e dendriticas (24).

0 sistema imune tem a capacidade de distinguir o proprio do estranho. Células do sistema imune
inato tém recetores, denominados de recetores de reconhecimento de padrao (PRR, do inglés
pattern recognition receptors) através do reconhecimento de padroes moleculares associados a
patdgenos (PAMP, do inglés pathogen-associated molecular patterns) (25). Em caso de infecao
extracelular, a detecao destes PAMPs por células imune locais vai ativar a secrecao de citocinas,
como TNF-alfa, IL-1 (interleucina 1), IL-6 (interleucina 6), quimiocinas e interferao gama (IFN-
gama). Estas citocinas vao recrutar neutrdfilos, mondcitos/macréfagos, e enquanto alguns
destes fagdcitos ativados vao destruir a fonte dos PAMPs, outros vao limitar a inflamacao e
iniciar reparacao de tecido. A interleucina 12 (IL-12) também sera secretada, que ira ativar células
NK. Estas células vao mediar a resposta, matando as células infetadas e produzindo IFN-gama,
que ira ativar macréfagos de modo a matar quaisquer agentes inflamatarios fagocitados. Em
caso de infecao viral, dar-se-a também a inibicao de replicacao viral através da secrecao de
interferao tipo 1 (IFN tipo 1) (15). Por vezes, em situacdes de reacao exagerada a um patdgeno,

eosindfilos, mastocitos e basdfilos serao recrutados para o local, libertando fatores



inflamatdrios(21). Tudo isto é feito para isolar células e tecidos infetados e inativar o patdgeno
invasor. Caso a resposta inicial nao seja suficiente, o SIA entra em acao.

As células apresentadoras de antigénio processam as proteinas em péptidos, apresentando-os
na superficie celular através do Complexo principal de histocompatibilidade (MHC, doinglés major
histocompatibility complex). Existem duas classes de MHC: MHC classe |, que é expresso por
todas as células nucleadas e apresenta antigenes intracelulares, e MHC classe I, expresso
apenas por certas células, como células dendriticas, fagdcitos células B e células endoteliais, e
apresenta antigenes extracelulares. (15, 22)

A apresentacao por MHC classe | leva a ativacao de células T CD8* que induzem diretamente a
apoptose em células afetadas. A apresentacao por MHC classe Il ¢ mais complexa e pode levar a
ativacao de diferentes tipos de células T CD4* (como Th1, Th2 e Th7) dependendo do tipo de
infecao. Cada tipo de célula Th tem funcoes especificas na resposta imune, dependente do tipo
de agente infecioso (15, 23).

As células B podem ser ativadas de forma independente ou dependente de células Th, resultando
na producao de anticorpos de baixa ou alta afinidade, respetivamente. Num primeiro encontro
com o antigene, a ativacao é predominantemente independente, sendo por isso mais lenta, uma
vez que os anticorpos sao de baixa afinidade. No entanto, durante o primeiro encontro, existem
interacoes dependentes, que contribuem para a diferenciacao de células B de memodria,
responsaveis pela producao de anticorpos de alta afinidade, e com a finalidade de formar
memoria imunoldgica. No segundo encontro com o antigene, a ativacao serd apenas dependente

e como resultado, a resolucdo serd mais rapida (26).

1.3. Peixe zebra

Peixe zebra, de nome cientifico Danio rerio,é um peixe teledsteo pertencente afamilia Cyprinidae.
Nativo do sul da Asia, é um peixe tropical distribuido em habitats de dgua doce, na india,
Bangladesh e Nepal (27).

Peixes zebra adultos tém normalmente coloracao prateada ou dourada (menos comum), com
varias riscas de tons azuis/roxos, que se estendem do opérculo até a base da barbatana dorsal.
No seu dorsal, apresentam tons escuros de castanho-amarelado ou verde-azeitona, evidentes
da cabeca até a barbatana caudal. Comparativamente, as fémeas sao ligeiramente maiores, nao
excedendo comprimento de 3 a 4 centimetros, de coloracao mais prateada e ligeiramente

arredondados, ao passo que os machos sao menos arredondados e usualmente de coloracao



mais viva (28). Ainda assim, o mecanismo de determinacao sexual é desconhecido, uma vez que
estes nao tém cromossomas heteromarficos, indicando que nao existe nenhum cromossoma de
determinacao sexual claro, como os seres humanos possuem (27).

Em adicao ao fator genético, a determinacao sexual dos peixes zebra pode ser influenciada por
efeitos ambientais que influenciem parametros bioldgicos como a expressao de hormonas (29)
ou a temperatura corporal (30).

Sao omnivoros, e demonstram ter reproducao duradoura e prolifica em cativeiro. Como tal,
através de uma nutricao eficiente e manipulacao dos ciclos de luz, facilmente os peixes serao
capazes de se reproduzir. Apos o periodo sem luz, a iluminacao inicial em conjunto com uma
friccao persistente do peixe macho com a fémea, as fémeas libertam as ovas, que serao depois

fertilizadas pelos machos (28).

Figura 3- Exemplo de um peixe zebra, adaptado de (28).

O peixe zebra foi introduzido pela primeira vez como um modelo animal nos inicios de 1980, por
George Streisinger e seus colegas (31, 32), para estudos genéticos. Desde entao, 0 aumento da
resolucao do seu genoma, a criacao de tecnologias avancadas de manipulacao genética, como o
CRISPR/Cas9 (do inglés Clustered regularly interspaced palindromic repeats/caspase 9) (33,
34) e de tecnologias de sequenciacao genética, aliados ao facto do peixe zebra ter genes
ortdlogos para cerca de 70% do genoma humano, tornaram-no num modelo excelente para
compreender doencas genéticas humanas (35). Outras caracteristicas, como as suas dimensoes
reduzidas, requisitos de manutencao simples, facilidade de reproducao com alta quantidade de
embrides resultantes por ciclo, transparéncia de embrides, entre outras, tornam o peixe zebra

num organismo altamente atraente como modelo de estudo (28).
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1.3.1. Sistemaimune e peixe zebra

Os peixes teledsteos, como o peixe zebra, representam um grupo heterogéneo que ocupa um
ponto central entre o SIl e a emergéncia da resposta imune adaptativa, sendo por isso os
vertebrados mais primitivos que possuem sistema imune adaptativo. Como tal, podemos
encontrar nestes animais drgaos imunes homdlogos aos do sistema imune mamifero. Estes
peixes possuem sistema imune inato e adaptativo, no entanto o primeiro é mais forte que o
segundo (36).

Nestes organismos, o sistema imune esta altamente conservado, com apenas algumas
diferencas. Num ponto de vista de 6rgaos imunes, tanto o peixe zebra como os mamiferos témo
timo como um dos drgaos principais. No entanto, enquanto a hematopoiese nos mamiferos
ocorre na medula dssea, nos peixes, esta acontece no rim cefdlico (37). O peixe zebra tambhém
nao tem nddulos linfaticos e, como tal, o rim cefalico assume também o papel dos nédulos, que é
onde ocorre a fagocitose, processamento de lgs e formacao de imunoglobulina M (IgM) e
memoria imunitaria. O timo dos peixes zebra tem funcao idéntica ao timo dos mamiferos,
responsavel pela maturacao de linfdcitos T e rejeicao de aloenxertos. O baco esta também
presente nos peixes zebra, tendo papel vital na hematopoiese, degradacao de Igs,
processamento da producao de Igs e devido a auséncia de nddulos linfaticos, é essencial para a
captura destes (36). O sistema complemento, tal como nos mamiferos, tem um papel crucial na
ligacao entre o sistema imune inato e adaptativo, e tem diversos elementos partilhados com os
de humanos (38).

Relativamente a linhagem mieloide, os peixes tém neutrdfilos e mondcitos/macréfagos
bastante semelhantes, com pequenas alteracdes como o numero de nucleos nos neutrofilos.
Eosindfilos, apesar de terem funcées semelhantes, sdo morfologicamente diferentes (38).
Mastdcitos também foram identificados, e estes demonstram algumas funcdes semelhantes em
respostas inatas e adaptativas a dos mamiferos (39). No entanto, nao produzem histamina (37).
Os basadfilos nao foram ainda identificados em peixes zebra, ao contrario das outras células (40).
A linhagem linfoide é também bastante semelhante. Células T parecem estar altamente
conservadas, com genes dos recetores de células T com grande repertdrio, com marcadores
celulares homdlogos de CD8, CD4, cluster de diferenciacao 28 (CD28), entre outros (36). Células
B demonstram menor conservacao, com diferencas nos subtipos de Igs, (A, D, G, E, M em
mamiferos e D,M e Z, nos peixes zebra). Estas células sao tambhém incapazes de fazer alteracdes

de classe de Igs por recombinacao, algo que as células de mamiferos sao capazes de fazer (38).
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Outros fatores, como MHC, com a existéncia das classes |, Il e lll de MHC, e citocinas, como IFN-
gama ou TNF-alfa estdao bem conservados (38). No entanto, o efeito de citocinas ainda é
controverso (41). Apesar de diversas citocinas, importantes para a hematopoiese, inflamacao e
imunidade adaptativa estarem presentes em peixes teleosteos, em muitos casos, 0s genes
detetados nao sao verdadeiros homologos. No caso do peixe zebra, as citocinas estudadas ja
estudadas, como é o caso de IFN-gama, TNF-alfa, interleucina-10 (IL-10), demonstram funcoes

imunes semelhantes ou iguais as citocinas homologas de vertebrados.

1.4. Objetivos

Uma vez que o conhecimento sobre o efeito de LDIR no sistema imune é ainda reduzido, aliado
aofacto de a prépria definicao de LDIR ser um tema controverso, nao é possivel afirmar como um
organismo atuara quando afetado por LDIR. Como tal, o principal objetivo deste trabalho é criar
uma base sdélida para ainvestigacao dos efeitos bioldgicos de baixas doses de radiacao ionizante
utilizando o peixe zebra como modelo em estudo, e ajudar a clarificar alguns dos mecanismos que
ocorrem nainteracdo entre a radiacao ionizante e o sistema imune.

Paratal, iniciou-se o trabalho com uma revisao bibliografica de modo a ajudar a criar um desenho
inicial da interacao LDIR-sistema imune. Com base nesse trabalho prévio, aprimorou-se o
desenho do trabalho experimental, com o objetivo principal de estudar a influéncia de LDIR na
expressao de proteina C reativa (CRP, do inglés, C-reactive protein) e IFN-gama. De um modo
mais especifico, pretendeu-se avaliar a influéncia da dose de LDIR na expressao de proteina C
reativa e de IFN-gama, e do tempo decorrido apds a irradiacao nas eventuais alteracoes de

expressao dos biomarcadores avaliados.
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2. Artigo derevisdo

Foi feito um artigo de revisao no ambito desta dissertacao, de modo a desenhar possiveis
mecanismos para os efeitos de LDIR nos diferentes componentes do Sistema Imune e, assim,
conseguir determinar parametros relevantes para estudo para a componente experimental desta

dissertacao — ver anexo 1.

2.1. Metodologia de pesquisa
Inicialmente, foi feita uma recolha de artigos com o motor de busca do Web of Science™,
utilizando termos de busca Boolean especificos:

e Artigos de pesquisa sobre sistemaimune e IR:

o (TS= (“lmmune system”) OR TS=(‘immunity”) OR TS=(‘immune cells’) OR
TS=(“immune cell’)) AND (TS=("ionizing radiation”) OR TS=(radiation biology))

e Artigos de pesquisa sobre sistema imune e LDIR:

o ((TS= (“Immune system”) OR TS=("immunity”)) AND (TS=(ionizing radiation) OR
TS=(radiation biology))) AND (TS=("low dose radiation") OR TS=("low dose ionizing
radiation"))

Estes termos foram utilizados de modo a excluir todos os artigos irrelevantes, mantendo o
maximo de artigos relacionados com o tema. Utilizando as capacidades do motor de busca,
artigos identificados como sendo de revisao foram excluidos.

Dos artigos resultantes, 100 artigos foram selecionados. De modo a fazer uma segunda selecao
de artigos, foram utilizados os seguintes critérios de inclusao e exclusao:

e Artigos relativo a trabalhos cientificos de campo, nao de revisao;

e Artigos com foco primordial no estudo da interacao sistema imune-LDIR;

e Artigos com mencao a pelo menos um resultado induzido por uma irradiacao com uma
dose <100 mGy, apresentado de forma clara e facilmente distinguivel de outros
resultados.

Dos artigos restantes, foram recolhidos dados e resultados relevantes, organizados de acordo
com as seguintes varidveis: modelo de estudo utilizado; dose, fonte e forma de irradiacao;

biomarcador avaliado; o método de estudo utilizado e resultados principais.
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2.2. Sintese dos resultados

Dos 100 artigos selecionados, apenas 45 passaram a selecao final, sendo que 34 dos artigos
foram rejeitados devido a utilizacao de doses superiores a 100 mGy — critério de exclusao que se
mostrou mais frequentemente utilizado. Os 45 artigos utilizaram essencialmente quatro
modelos: humanos (9 artigos) e/ou células do mesmo (6 artigos); roedores (27 artigos) e/ou
células dos mesmos (5 artigos).

Foram utilizadas doses absorvidas entre 0,15 pGy e 100 mGy, sendo a ultima a dose mais
estudada, num total de 94 irradiacoes diferentes, descritas nos estudos incluidos. Destas, 54
foram agudas e 40 foram crénicas. Mais de metade das irradiac6es utilizaram geradores de raios
X e raios gama, com outros artigos a utilizarem fontes diferentes, nomeadamente fontes
radioativas externas ou internas.

Os biomarcadores estudados foram divididos em trés grupos: citocinas; contagens celulares;
expressao génica/producao proteica e outros parametros (por exemplo, atividade celular).

As citocinas mais aumentadas foram IFN-gama, Fator estimulador de coldnias de granuldcitos e
macréfagos (GM-CSF, do inglés Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor),
interleucina 5 (IL-5) e IL-6, maioritariamente irradiadas por irradiacao aguda. As citocinas mais
reduzidas foram interleucina 4 (IL-4), maioritariamente reduzido por irradiacao aguda, e TNF-
alfa maioritariamente reduzido por radiacao crénica.

As células mais afetadas positivamente foram células NK, linfdcitos e mono/macréfagos. As
células mais afetadas negativamente foram células T CD8*, células DC e esplendcitos.

Os restantes parametros mais afetados positivamente foram fosforilacao da via MAP quinase
(MAPK, do inglés mitogen-activated protein kinase), producao de NO (verificados apenas apds
irradiacao aguda) e expressao de fator nuclear kappa B (NF-kB do inglés Nuclear factor kappa B).
Os restantes parametros mais afetados negativamente foram crescimento de tumor primario e
secundario (por irradiacao aguda) e expressao de glutationa peroxidase 1(GPX-1) e superdxido
dismutase 2 (SOD-2) (apenas por irradiacao crénica). Estes resultados foram resumidos e

apresentados na figura 4.
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Figura 4- Resumo dos efeitos observados apds irradiacao de LDIR, adaptado de anexo 1

2.3. Conclusao do artigo

A irradiacao com LDIR parece ativar as vias de sinalizacao MAPK e NF-kB, que induzem a
proliferacao, ativacao e polarizacao de células imunes, assim como a producao de citocinas. Estes
resultados estao dependentes do facto da irradiacao ser aguda ou cronica. Quando aguda, LDIR
demonstra induzir uma resposta prd-inflamatdria, com aumento de citocinas como IFN-y,
diferenciacao e shift de linfdcitos para subtipos pré-inflamatdrios, assim como um aumento na
proliferacao e atividade citotoxica de células NK e macrdfagos. No entanto, parece provocar
decréscimos nas contagens celulares de esplendcitos, células T CD8* e células dendriticas.
Demonstra também induzir uma reacao adaptativa protetora contra mais irradiacao e, quando
combinada com radioterapia, LDIR parece ter atividade anti tumoral.

Quando crdnica, LDIR demonstra induzir uma resposta anti-inflamatdria, com decréscimos de
citocinas pro-inflamatdrias como TNF-alfa e aumentos de citocinas anti-inflamatdrias como
IL-10 (interleucina 10) e IL-4, diferenciacao e shift de linfdcitos para subtipos anti-inflamatdrios,

ativacao e proliferacao de linfdcitos B, eosindfilos e basofilos.
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2.4. Apresentacao e publicacao do artigo

Este artigo foi apresentado nas “I Jornadas do CISA: “Jovens com a Ciéncia” no formato de E-
Poster, sob 0 nome “Low Dose lonizing Radiation (LDIR) and the immune system: a review”, no
dia 30 de junho de 2023, na Escola Superior de Satde do Instituto Politécnico do Porto (Anexo 2).
A versao do artigo disponivel no Anexo 1 estd em fase de preparacao para submissao para
publicacao, sob o mesmo nome, a revista “International Journal of Radiation Biology” (ISSN

0955-3003).
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3. Material e métodos

3.1. Origem dos peixes zebra

Os peixes zebra utilizados neste estudo foram criados e fornecidos pela Faculdade de Ciéncias
da Universidade do Porto, num processo gerido e articulado com o Laboratério do Professor
Doutor Antdnio Paulo Alves Ferreira de Carvalho. Todos os animais utilizados provém da mesma
postura, tendo-se iniciado as experiéncias com idade de 78 dias pds fertilizacao, sendo por isso

considerados peixes juvenis/adultos jovens.

3.2. Manutencdo dos peixes zebra
Os peixes foram distribuidos aleatériamente em aqudrios de 4 litros, ficando cada um com 10
peixes, num sistema de recirculacao de agua, equipado com um filtro fisico, esterilizador ultra

violeta (UV) e aguecimento, como demonstrado na figura 5.

Figura 5- Fotografia real do sistema de manutencdo dos peixes zebra usado no trabalho experimental

A temperatura da agua foi mantida entre 26.5 e 28°C, o pH entre 7 e 8,5 e foram submetidos aum
fotoperiodo de 14h de luz e 10 horas de escuro. Os peixes foram alimentados 2 vezes ao dia, com
alimentacao granulada disponivel comercialmente prépria para peixes zebra, complementada
com nauplios de artémia na primeira alimentacao, que foram criados num viveiro e
posteriormente congelados. Foram realizadas medicoes didrias de parametros de qualidade da
agua, como pH, utilizando um potenciémetro medidor do pH (Medidor edge® para pH/ORP,

Hanna Instruments®); temperatura utilizando um termémetro submerso manualmente no
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reservatério de agua; e niveis de amadnia e/ou nitratos, que sao indicadores de stress, utilizando

testes colorimétricos (sera®).

3.3. Manutencao do viveiro de artémia
A criacao de artémia foi mantida em paralelo com a manutencao dos peixes num viveiro,

demonstrado nafigura 6.

Figura 6- Fotografia real do viveiro de artémia usado no trabalho experimental.

A 3gua salgada foi preparada com uma concentracao de 30 g de sal por litro, e a cada litro
acrescentaram-se 2 colheres de café de ovos de artémia, esperando um periodo entre 18h a 48h
até os ovos eclodirem. O viveiro esta equipado com aquecimento, uma bomba de ar e uma fonte

luminosa. A dgua e os ovos foram sendo repostos consoante as necessidades operacionais.

3.4.Irradiacao dos peixes

No momento da irradiacao, os peixes foram realocados para aquarios de 1L, ha concentracao de
5 peixes por 300 ml. Estes foram colocados numa sala isolada, por questdes de protecao
radioldgica, com controlo do fotoperiodo idéntico ao usado na manutencao geral dos peixes, onde

foram irradiados externamente com uma fonte selada de ®°Co (ERS® - SPT8580) (figura 7).

Figura 7- Fonte de 5°Co selado (modelo ERS® - SPT8580)
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De acordo com protocolo de irradiacao externa adaptado de versao ja validada no artigo de
Gomes, Abrantes et al. (42), os peixes foram irradiados, tendo-se calculado a dose absorvida

referente a essa irradiacao respeitando a sequinte formula:

Equacéo 1- Célculo da dose de exposicao externa a radiacao, adaptado de (42)

AXt
dZ
na qual Dindica dose de exposicao (em mGy); Iindica a constante especifica de radiagao; Aindica

aradioatividade da fonte (em GBq); o tempo de exposicao (em h) e da distancia da fonte até ao
alvo (emm).
Os peixes foram divididos em 4 grupos de 20 peixes (10 peixes irradiados + 10 de controlo),

representados na seguinte figura:

10 mGy I Doses 1 35mGy
| 3he47min| |13he16min |
Sacrificio Sacrificio Sacrificio Sacrificio
1dia depois 7 dias depois 1diadepois 7 dias depois
Grupo1+ Grupo2 + Grupo3+ Grupo 4+
controlo controlo controlo controlo

Figura 8- Esquema dos grupos experimentais e respetivo controlo

Os peixes foram irradiados de forma continua com doses absorvidas de 10 e 35 mGy e, para tal,
seguindo a equacao 1, os aquarios estiveram expostos a um fluxo constante de radiacao gama
emitida pela fonte durante 3h e 47min e 13h e 16min, respetivamente. Uma vez que seguimos a
mesma abordagem do artigo acima mencionado, as condicoes de irradiacdao permitem-nos obter
uma estimativa de dose absorvida que foi calculada numa logica de worst case scenario,
portanto, dose absorvida maxima a considerar em cada ensaio.

Os peixes de controlo foram submetidos a um tratamento idéntico, fazendo-se todo o protocolo
em paralelo aos peixes de estudo, nomeadamente no que diz respeito a transferéncia de aquario,
movimentacao entre salas e controlo de fotoperiodo, de modo a controlar o nimero de variaveis

existentes. A estrutura utilizada para airradiacao pode ser observada na figura 9.
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Figura 9- Fotografia real da estrutura utilizada para airradiacdo dos peixes zebra, com vista superior e lateral

3.5. Sacrificio e preparagao das amostras de material bioldgico

Nos periodos de 1 e 7 dias apds irradiacao, 10 animais de cada grupo foram sacrificados
rapidamente por choque térmico, através daimersao em gelo, tendo-se terminado o sacrificio 10
minutos apds aimersao, garantindo-se, por observacao direta, a auséncia de qualquer evidéncia
de movimento pela totalidade dos animais. Cada peixe foi pesado com recurso a uma balanca
analitica (Adam Equipment® - PW 184) e, sequindo o protocolo do artigo de Gupta and Mullins
(43), procedeu-se a dissecagao dos peixes.

Seguindo os passos apresentados na figura 10, os peixes foram dissecados, fazendo uma
abertura que desde a barbatana anal do peixe até ao opérculo (passo 1). De sequida, a barbatana
peitoral, a cintura peitoral e o opérculo foram removidos (passo 2). Terminando, cortou-se a pele

ao longo do peixe até a barbatana anal (passo 3).

Figura 10- Passos para remover pele e 0s 6rgaos da parede abdominal para expor os 6rgaos internos, adaptado de (43).
Removendo a pele, foram recolhidos o baco e o trato gastrointestinal, que inclui o figado, o
intestino e a vesicula biliar, apresentados na figura 11. 0 material recolhido foi pesado e congelado

a-80°C para posterior analise.

Heart Liver Intestine Testis Swim bladder

Figura 11- Orgaos internos de um peixe adulto masculino, adaptado de (43).
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3.6. Andlise dos parametros

Antes da andlise, os tecidos foram homogeneizados em 200 pL de tampao fosfato-salino (PBS,
do ingles Phosphate-buffered saline) com trituracao mecanica com apoio de pipeta e vortex. De
seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 3000 rpm por aproximadamente 20 min, e o
sobrenadante foi recolhido.

Para as andlises de IFN-gama e da CRP, foram utilizados os kits de Enzime-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) “Fish C Reactive Protein (CRP) ELISA Kit" (My Bio Source®) e
“Zebrafish IFNg (Interferon Gamma) ELISA Kit" (Neo Biotech®). Cada andlise foi feita em

duplicado, utilizando 10 peixes (5 experimentais, 5 de controlo) de cada grupo experimental.

3.6.1. Andlise da expressao de CRP por ELISA

Para a analise da CRP, utilizou-se um teste ELISA tipo sanduiche, com peroxidase de rabano
(HRP, do inglés horseradish peroxidase) conjugado diretamente no anticorpo. Uma primeira
incubacao da amostra foi iniciada com o anticorpo conjugado com HRP, durante 60 min a 37°C.
Apé6s lavagem dos pocos, uma segunda incubacao foi baseada em solucdes do substrato,
misturando ligeiramente e deixando a placa no escuro durante 15 min a 37°C. Apds paragem da
reacao com uma solucao para o efeito, foi feita uma leitura da densidade 6tica a 450 nm com

recurso a leitor de placas (Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Microplate Photometer).

3.6.2. Andlise da expressao de IFN-gama por ELISA

Para a andlise de IFN-gama, utilizou-se um teste ELISA sanduiche semelhante, com um
anticorpo conjugado com hiotina e HRP conjugado com avidina. Uma primeira incubacao da
amostra foi iniciada na placa durante 80 min a 37°C. De sequida, foi realizada a segunda
incubacao com o anticorpo conjugado com biotina durante 50 min a 37°C. A terceira incubacao
foi baseada numa solucao de streptavidina conjugada com HRP, durante 50 min a 37°C. A quarta
incubacao foi baseada na solucao de substrato, durante 20 min a37°C no escuro. Depois de parar
areacao com uma solucao, foi realizada uma leitura da densidade 6tica a 450 nm com recurso a

leitor de placas (Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Microplate Photometer).
3.7. Andlise estatistica

Para anadlise estatistica, os resultados foram inicialmente agregados de acordo com as condi¢oes

estudadas, isto é: Grupo Controlo (n= 40), Grupo irradiado com 10 mGy (n= 20) e Grupo irradiado
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com 35mGy (n=20). Posteriormente, dividiram-se os dados em funcao das varidveis em estudo,
nomeadamente o biomarcador a considerar e o tempo decorrido entre airradiacao e a analise.

A andlise estatistica, assim como os graficos foram feitos com o software GraphPad Prism S,
utilizado o teste ROUT com Q=5 de modo a remover possiveis valores discrepantes (outliers) e
testes nao paramétricos para avaliar significancia estatistica, como o teste de Kruskal-Wallis,
utilizando um nivel de significancia de 95%, com valor de p<0.05 na comparacao dos resultados

entre os grupos.

3.8. Aspetos éticos

Os procedimentos de uso, manipulacao e sacrificio dos animais foram sempre selecionados no
sentido de garantir o cumprimento dos mais elementares principios éticos e de conforto animal,
ao abrigo da legislacdo em vigor, nomeadamente o Decreto-Lei n2.111/2013 e a Diretiva
2010/63/EU, sendo exemplo disso a minimizacao do nimero de animais sacrificados, a escolha
do método de eutandsia e as condicoes de manutencao dos animais no biotério, incluindo a
supervisao por investigador com curso CAL-AQUA, de acordo com os critérios estabelecidos pela
Direcao Geral de Alimentacao e Veterindria e pela Federation of European Laboratory Animal

Science (FELASA) para Cursos de Ciéncias em Animais de Laboratdrio — Categoria B.
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4. Resultados

4.1. Manutencado e irradiacao dos peixes

Durante a manutencao dos peixes, foram quantificadas de forma absoluta as varidveis
temperatura e pH. Relativamente a temperatura, houve uma pequena oscilacao nos primeiros
dias, tendo estabilizado nos 27 graus nos restantes dias. Relativamente ao pH, este manteve-se
entre 7.8 e 8.2, sendo que a maior oscilacao foi sentida no ultimo dia. Por questdes de ordem
logistica, durante o fim de semana nao foram realizados quaisquer registos (anexo 3). Durante a
manutencao, ocorreu a perda de 2 peixes ainda em periodo de manutencao do modelo animal no
sistema, pertencentes ao grupo de controlo. Nao foi assinalada qualquer morte prematura apds

irradiacao em todos os grupos e respetivos controlos.

4.2. Sacrificios

Durante a fase de sacrificio, foram medidos os comprimentos longitudinais dos peixes, a massa
do peixe inteiro, a massa do material bioldgico e caracterizado o seu sexo. Os peixes
demonstraram uma massa média de 163,4 + 58.37 mg de massa total, com um comprimento
médio de 2,51 + 0.2837 cm. A massa de material bioldgico foi um dos parametros mais variaveis,
com a média de 18,45 + 8.14 mg, com a massa mais baixa obtida de 6,7 mg, e a mais elevada de
41,0 mg. Os peixes eram maioritariamente fémeas, com 54 dos 78 peixes (x70%), pelo que

apenas 24 (30%) eram machos. Todos os dados obtidos podem ser observados no anexo 4.

4.3. Andlise da expressao de CRP
Na analise de CRP nos grupos de peixes sacrificados 1 dia apds irradiacao, foram obtidos os

resultados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Resultados da andlise de CRP e respetivos intervalos de valores 1 dia pds-irradiacao

Dose Média + DP Intervalo de valores
(1dia pds-irradiagao) (ug.ml".mg) (ug.ml".mg)
Controlo 0,013 +0,0053 0,006-0,023
10 mGy 0,020+0,0144 0,006-0,042
35 mGy 0,081+ 0,0463 0,039-0,178

Foram detetadas diferencas estatisticamente significativas entre o controlo e a dose 35 mGy

(p<0,001), sendo registado um aumento de CRP na ordem dos 543,1%; e entre as doses 10 mGy
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e 35mGy (p=<0,01), com uma diferenca tambhém estatisticamente significativa, verificando-se que

0 aumento induzido pela dose de 35 mGy é significativamente superior ao induzido pela dose de

10 mGy. Verificou-se também uma tendéncia para o aumento entre o controlo e a dose 10 mGy,

de 60,3% (figura 12, gréficos A e B), mas sem significancia estatistica.

Na analise dos grupos de peixes sacrificados 7 dia ap06s irradiacao, os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados da analise de CRP e respetivos intervalos de valores 7 dias pds-irradiacao

Dose Média + DP Intervalo de valores
(7 dias pés-irradiacao) (ug.ml".mg") (ug.mI".mg")
Controlo 0,042+ 0,0410 0,006-0,148
10 mGy 0,019+ 0,0098 0,007-0,033
35 mGy 0,130+ 0,0764 0,019-0,255

Destaque-se que se verificou um aumento significativo entre o grupo controlo e o grupoirradiado

com dose de 35 mGy (p=<0,01), na ordem de 200,1%, e uma diferenca estatisticamente

significativa entre as doses 10 mGy e 35 mGy (p<0,01). No entanto, foi detetada uma tendéncia

para o decréscimo entre o controlo e a dose 10 mGy, na ordem de 49,3% (figura 12, grdficos C e

B).
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Figura 12- Resultado da quantificacdo de CRP dos grupos sacrificados 1dia apds irradiacao (A) com respetiva comparacao
percentual (B) e dos grupos sacrificados 7 dia apds irradiacao (C) com respetiva comparacao percentual (D). ***, p< 0.001; **,

p=0.01

4.4.Andlise da expressao de IFN-gama

Na andlise de IFN-gama nos grupos de sacrificio 1dia pés irradiacao (grupos 1e 3), foram obtidos

os resultados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Resultados da andlise de IFN-gama e respetivos intervalos de valores 1 dia pés-irradiacao

Dose Média + DP Intervalo de valores
(1dia pds-irradiacao) (pg.mI".mg) (pg.mI™.mg”)
Controlo 3593126719 0,309-7,947
10 mGy 2,973 +13127 1,843-5,820
35mGy 1,234 +0,8790 0,264-2,624

Nao se verificaram quaisquer diferencas significativas entre os grupos. No entanto, notou-se

uma tendéncia para o decréscimo nos dois grupos irradiados, com decréscimo de 17,2% na dose

10 mGy e 65,7% na dose de 35 mGy, quando comparados ao controlo (figura 13, grafico A e B).
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Na andlise nos grupos de sacrificio 7 dias pds irradiacao, os resultados obtidos encontram-se na
Tabela 4.

Tabela 4- Resultados da analise de IFN-gama e respetivos intervalos de valores 7 dias pés-irradiacao

Dose Média + DP Intervalo de valores
(7 dias p6s-irradiacao) (pg.ml".mg”) (pg.ml".mg”)
Controlo 1,569 +1,0934 0,319-3577
10 mGy 0,615+ 0,5423 0,049-1578
35 mGy 0,821+ 0,5185 0,059-1,882

Nesta andlise foi detetado um decréscimo significativo no grupo irradiado com dose de 10 mGy
(P<0.05) de 60,8%, com uma tendéncia para o decréscimo no grupo irradiado com a dose de 35
mGy, na ordem de 47,7% (figura 13, grafico C e D).
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5. Discussao

A CRP é uma proteina de fase aguda que demonstra aumentos pronunciados na concentracao
plasmatica na resposta a infecao ou lesao tecidular, sendo por isso um marcador extremamente
(til para a detecao de inflamacao (44). A radiacao ionizante tem o poder de modular o sistema
imune através da interacdo com moléculas e/ou proteinas, alterando ou limitando o
funcionamento celular, como mencionado anteriormente. Como tal, seria de esperar que a
irradiacao tivesse algum efeito na expressao de CRP. Num estudo realizado por Ossetrova,
Sandgren et al. (45) foi demonstrado que existe uma expressao inicial de CRP apds irradiacao
com doses de 1 Gy ou mais, demonstrando que existe uma relacao entre irradiacao e expressao
de CRP.

No peixe zebra, a CRP tem uma estrutura muito semelhante a humana, assim como o sistema de
inducao, em ambos a envolver TLRs e citocinas pré-inflamatorias. Num estudo realizado por Lin,
Chen et al. (46), foi demonstrado que proteinas de resposta de fase aguda, como a CRP,
demonstram comportamentos semelhantes a outras proteinas homdlogas nos mamiferos, que
parece ser confirmado num estudo de Sun, Li et al. (47) onde apés estimulacao de embrides de
peixe zebra com LPS, se verificaram aumentos significativos na expressao de genes de
proteinas de resposta de fase aguda, como de CRP. Noutro estudo, realizado por Saralahti,
Harjula et al. (48), apds inducao de processos inflamatdrios, foi demonstrado um papel
conservado na resposta imune inata dos peixes zebra.

Sendo que a CRP é um indicador da presenca de inflamacao, o aumento significativo apds
irradiacao com dose de 35 mGy, quer seja1ou 7 dias apds irradiacao, sugere que airradiacao com
essadose é suficiente parainduzirinflamacao. Um padrao distinto pode ser observado nas doses
de 10 mGy, tanto 1 dia como 7 dias apds irradiacao, verificando-se uma tendéncia,
estatisticamente significativa, para o aumento no primeiro momento e uma tendéncia de
decréscimo na fase mais tardia, o que sugere que 10 mGy nao tera sido suficiente para induzir
processos inflamatdrios significativos e prolongados no tempo.

IFN-gama é uma citocina primariamente secretada por células T e células NK ativadas, que
promove respostas pro-inflamatdrias, como ativacao de macrofagos, mediacao da atividade
antibacteriana e antiviral, entre outros (49, 50). O peixe zebra tem no seu genoma 2 genes que
sao semelhantes ao IFN-gama de mamiferos, denominados de IFN-gamal e IFN-gama2. De

acordo com o estudo feito por Sieger, Stein et al. (51) em peixes zebra, os resultados sugerem que
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tanto IFN-gamal e IFN-gama2 sao funcionalmente equivalentes ao IFN-gama de mamiferos, o
que permite que o peixe zebra seja um modelo coerente para a detecao de IFN-gama.

Os resultados de IFN-gama parecem ir contra o observado no artigo de revisao mencionado
anteriormente, sendo que, tanto 1 dia como 7 dias apds irradiacao com 10 mGy e 35 mGy, foram
demonstradas tendéncias para o decréscimo de IFN-gama, sendo que nos 7 dias apds irradiacao
com 10 mGy foi verificada uma diferenca estatisticamente significativa. No estudo feito por
Bogdandi, Balogh et al. (52), no qual fizeram uma analise a este biomarcador, foram obtidos
resultados semelhantes aos nossos, no entanto, a alteracao significativa verificada ocorreu em
momentos diferentes, com decréscimo significativo verificado ao primeiro dia pos irradiacao.
Porém, foram o unico estudo a demonstrar uma tendéncia semelhante, sendo que os outros
demonstraram uma tendéncia inversa, isto € aumento da expressao de IFN-gama.

Uma possivel razao para os resultados sera a metodologia de irradiacao adotada. Neste estudo,
a fonte utilizada permitiu irradiacées com taxa de dose aproximadamente igual a 0,044
mGy/min, enquanto noutros estudos foram utilizadas fontes que levaram a taxas de dose mais
elevadas, com irradiagdes muito mais agudas, como Zhou, Zhang et al. (53), que utilizaram uma
fonte comirradiacao de 12.5 mGy,/min, ou Cho, Kang et al. (54), comirradiacao de 204 mGy/min.
Em ambos os casos citados foram demonstrados aumentos da expressao de IFN-gama com
irradiac6es agudas na mesma dose. Uma vez que nao existe nenhuma definicao concreta de um
limite entre dose aguda e dose crdnica, a metodologia de irradiacao adotada neste estudo podera
eventualmente ser considerada como crdnica, uma vez que os peixes foram irradiados ao longo
de 3h47min para a dose de 10 mGy, e 13h16min para a dose de 35 mGy, resultando numa taxa de
dose durante a irradiacao muito inferior as verificadas noutros estudos de irradiacao aguda. Isto
parece fazer sentido, uma vez que, no artigo de revisao previamente elaborado, foi observada
uma resposta anti-inflamatdria apds irradiacao crénica. Esta resposta anti-inflamatdria sera
indicada pelo decréscimo dos niveis de IFN-gama, uma vez que esta citocina é pro-inflamatdria,
fazendo parte de um processo antaganico.

E de realcar que, neste trabalho experimental, foram utilizadas amostras do baco e do trato
gastrointestinal, nomeadamente o figado, o intestino e a vesicula biliar. Para IFN-gama, existem
estudos que utilizaram amostras do trato gastrointestinal para quantificar os niveis deste
parametro, como Barbaro, Di Sabatino et al. (55), e amostras de baco, como Kubota and Kadoya
(56), sendo por isso uma amostra de tecido vidvel para utilizar neste tipo de estudo.

Relativamente a CRP, o método comum para quantificar esta proteina centra-se em amostras
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sanguineas. No entanto, no caso do peixe zebra, devido as suas dimensoes, a recolha de sangue
torna-se tecnicamente complexa, e o volume obtido podera nao ser suficiente para andlise
indicada. Porém, como CRP é uma proteina produzida no figado, e que surge aumentada em
locais de inflamacado, a utilizacao destes tecidos podera considerar-se igualmente pertinente
(57). Quando a medicao é feita com um drgao, os niveis de CRP serao indicadores de inflamacao
local, e nao sistémica. Por isso, dado que foram utilizados varios drgaos, incluindo o figado,
produtor de CRP e altamente vascularizado, assume-se possivel fazer uma maior aproximacao
a uma analise de inflamacao sistémica, mesmo que esse impacto possa estar algo subestimado
neste trabalho.

Denote-se, por fim, que o peixe zebra foi selecionado por ser um modelo atraente para o estudo
do sistema imune, uma vez que é de facil manutencao e demonstra alta conservacao de diversos
componentes e mecanismos relativos ao sistema imune, como é o caso de CRP e IFN-gama.

Os testes ELISA sao muito utilizados na quantificacao tanto de CRP (58-60), como de IFN (61-
63). Como tal, assumiu-se neste trabalho que ELISA é um método adequado para o estudo destes
parametros. Dos kits utilizados, o kit de detecao de IFN-gama é especifico para peixes zebra,
sendo por isso especializado e indicado para a detecao de IFN-gama em peixes zebra. O kit de
detecao CRP nao é tao especifico, sendo proprio para varios tipos de peixes. Porém, uma vez que
os parametros a analisar estdo bem conservados entre peixes teledsteos (64), este teste é
competente na detecao de CRP em peixes zebra.

Os testes ELISA tém algumas limitacoes, como alta possibilidade de falsos positivos/negativos
ou instabilidade de anticorpos, mas a alta especificidade e sensibilidade, alta eficiéncia e a
simplicidade do procedimento tornam este método o indicado para a medicao destes parametros
(65). Nesse sentido, ainda que este trabalho tenha um caracter maioritariamente exploratdrio,
podera assumir-se que a metodologia de andlise dos biomarcadores selecionados se considera
valida para o modelo bioldgico usado, salvaguardando a validade dos dados obtidos.
Relativamente aos resultados obtidos a partir de ELISA, deve se referir que se registou uma
variabilidade consideravel (ilustrada pelo elevado desvio padrao dos resultados obtidos), que
certamente se relaciona com o reduzido tamanho amostral, mas também com alguma
variabilidade associada ao ensaio e ao método de colheita das amostras de tecido para analise.
Acresce ainda referir que os dados foram normalizados para a massa total de tecido bioldgico, ao

invés da massa de proteina recolhida, que poderia eventualmente reduzir essa variabilidade.
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Porém, nao se acredita ser suficiente para provocar alteracoes significativas nas tendéncias
globais observadas neste trabalho.

A irradiacao dos peixes representou um desafio, uma vez que existiram diversas varidveis a
ponderar previamente ao estabelecimento de um protocolo de irradiacao. Em primeiro lugar, a
irradiacao em agua contribui para uma variavel significativa para a quantificacao da dose de
irradiacdo, dado que alguma da radiacao pode ser absorvida/atenuada por moléculas de agua,
reduzindo a dose de radiacdao que chegard aos peixes (1). Numa situacdao em que sao
administradas doses elevadas de forma aguda, os efeitos desta situacao deverao ser
negligencidveis. No entanto, em situacdes como a presente, a agua pode atuar como um
atenuante relevante, reduzindo a dose absorvida pelo peixe, que no caso do estudo doses baixas,
podera ser significante. Para reduzir este efeito, o volume de agua utilizado foi minimo, de modo
a reduzir ao maximo a influencia deste fator, mantendo ainda as condi¢6es necessarias para a
sobrevivéncia dos peixes — que foi previamente testada e otimizada (em experiéncias empiricas
nao relatadas/publicadas).

Outro desafio encontrado, também relacionado com a agua, foi a movimentacao natural dos
peixes. O volume de dqua foi utilizado também para limitar esta varidvel. Neste sentido, é
importante denotar que a quantificacao absoluta da dose de radiacao absorvida pelos peixes
pode incluir algum grau de incerteza, assumindo-se, no entanto, que este fator sera sempre no
sentido da sobrestimacao da dose (worst-case scenario), mantendo-se sempre o fator de triplo
entre as duas doses testadas.

Outro desafio para a irradiacao dos peixes tera sido a fonte utilizada. Uma vez que a dose de
irradiacao induzida pela fonte foi consequida com recurso a uma reduzida taxa de dose, o que
implicou que os peixes tivessem de ficar nos aquarios durante longos periodos, sem reposicao de
agua, o que teve igualmente de ser ponderado e cuidadosamente testado para evitar impactos
na saude dos peixes. Para reduzir a influéncia desta varidavel nos resultados obtidos, o grupo de
controlo foi submetido as mesmas condicoes de irradiacao, excetuando-se, obviamente, a
exposicao a fonte de radiacao.

O objetivo desta dissertacao era testar os efeitos de uma irradiacao aguda de LDIR. No entanto,
a taxa de dose durante a irradiacao com a fonte, por ser muito reduzida, levou a uma irradiacao
mais prolongada, permitindo que o organismo se adaptasse, eventualmente, e corrigisse alguns

dos danos provocados pela irradiacao. No entanto, com base nos resultados apresentados, fara
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sentido apreciar os efeitos provocados num ponto de vista de irradiacao cronica, isto €, com
reduzida taxa de dose, ao longo de um periodo de tempo nao negligenciavel.

0 conhecimento sobre os efeitos de LDIR no sistema imune é muito escasso, e aquele que existe
é controverso e nao consensual. Como tal, no futuro, devem ser feitos esforcos para replicar
resultados utilizando uma definicao de LDIR consensual, de modo a consolidar o conhecimento
ja existente. Por outro lado, mais estudos devem ser feitos em parametros nao analisados, de
modo a estabelecer qual o mecanismo das interacées entre LDIR, aguda ou crdnica, e o sistema
imune (exemplo: expressao de outras citocinas, expressao de recetores importantes para
processos imunes, quantificacao de células e sua diferenciacao..).

O futuro da utilizacao do peixe zebra como modelo passa pela otimizacao de protocolos de
irradiacao; estabelecimento de uma metodologia de andlise fidvel e reprodutivel; e realizacao de
estudos comparativos, de modo a estabelecer o peixe zebra como modelo de estudo dos efeitos

de LDIR no sistema imune.
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6. Conclusao

Do ponto de vista tedrico, concluiu-se que a resposta do sistema imune esta dependente do
método de irradiacao e das suas condicées. Quando a irradiacao com LDIR é implementada de
forma aguda, demonstrou induzir uma resposta pro-inflamatadria no sistema imune, e quando a
irradiacao com LDIR foiimplementada de forma crdnica, demonstrou o inverso, com uma reacao
anti-inflamataria do sistema imune.

Em termos experimentais, a andlise dos niveis de CRP um dia apds irradiacdao demonstrou
aumentos da sua expressao, tanto apds irradiacao com a dose absorvida de 10 mGy, embora nao
significativos do ponto de vista estatistico, como com a dose absorvida de 35 mGy, com
aumentos estatisticamente significativos, sugerindo que existe umaresposta inflamatariainicial,
muito mais intensa na dose mais elevada.

Ao sétimo dia, a resposta inflamatdria resultante da dose de 10 mGy parece estar resolvida,
havendo uma tendéncia para a reducao, quando comparado com o controlo. No entanto, para a
dose de 35 mGy, os valores mantém-se aumentados significativamente, o que pode sustentar
que os processos inflamatdrios se mantém ao longo do tempo.

A analise dos niveis de IFN-gama ao primeiro dia demonstrou reducoes nao significativas nas
duas doses, de maior dimensdao na dose de 35 mGy, o que parece indicar a inducao de uma
resposta anti-inflamatdria, de modo a combater a inflamacao inicial mencionada anteriormente.
Ao sétimo dia, a reducao mantém-se, tornando-se estatisticamente significativa na dose mais
reduzida, o que, quando aliado ao resultado de CRP, aparenta indicar que o efeito anti-
inflamatario induzido pela dose de 10 mGy sera suficiente para combater a resposta inflamatdria
observada no primeiro dia. Para a dose superior, parece também haver inducao de um efeito anti-
inflamatario, porém, este parece ser insuficiente, ou mais lento no controlo da inflamacao
verificada no primeiro dia, uma vez que o aumento significativo de CRP se manteve ao sétimo dia.
Os resultados evidenciados parecem indicar que as doses absorvidas de 10 e 35 mGy, com
irradiacao a baixa taxa de dose, induzem processos inflamatdrios proporcionais a dose de
irradiacao e, em concordancia com o artigo de revisao, um efeito anti-inflamatdrio que se mantém
ao sétimo dia, sendo eficaz na reducao dos processos inflamatarios iniciais para a dose mais
reduzida. Estes dados sublinham arelevanciadataxa de dose deirradiacao com LDIR naresposta

imune induzida.
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Esta dissertacao podera, assim, servir como base preliminar de fundacao para outros estudos
com peixe zebra sobre os efeitos do sistema imune, permitindo contribuir para a validacao de
alguns desenhos experimentais, mas também contribuir para a criacao de algum conhecimento
de base ainda em falta, especificamente no que diz respeito a expressao de CRP e IFN-gama e a
suainterligacao com LDIR. Este projeto demonstrou o potencial da utilizacao do peixe zebra para
o0 estudo de LDIR e, com este modelo, existem diversas possibilidades de estudo, como a
otimizacao do procedimento utilizado, utilizacao de outras formas de irradiacao, estudo de outros
parametros/indicadores, entre outros, que permitam clarificar uma drea cujo conhecimento é
ainda reduzido e muito controverso.

Resumindo, conseguiu-se atingir o principal objetivo deste trabalho. Face aos resultados obtidos,
tendo em conta que o estudo implementado tem caracter exploratdrio, foi criado o inicio de uma
base para o estudo dos efeitos de LDIR no sistema imune, através da recolha, exposicao e
interpretacao dos dados obtidos de varios outros estudos, e o inicio de uma base para a utilizacao
do peixe zebra no estudo destes efeitos, demonstrando resultados concordantes com o

observado na revisao bibliografica.
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Low Dose lonizing Radiation (LDIR) and the immune system: a review

Background: Tonizing radiation (IR) is unavoidable in medicine, whether it’s in
cancer treatment, through radiotherapy with high doses, or in imaging with low
doses. While the effects of high-dose ionizing radiation (HDIR) are well known,
low-dose effects are still shrouded in controversy. IR will act on cells either
directly, altering DNA and protein structure, or through the creation of free
radicals, affecting a cell’s functionality and ultimately, viability (Rothkamm and
Lobrich 2003). This will affect the immune system, as IR not only induces an
immune response but also targets immune cells which according to the law of
Bergonie and Tribondeau, are radiosensitive. While not consensual, it is theorized
that IR might have a hormesis effect (Bolus 2017). LDIR has been defined in
2012 as any dose lower than 100 mGy. Despite this, multiple articles have
different definitions of LDIR, so knowledge about the effects might be somewhat
skewed (Joshi et al. 2014; Antonelli et al. 2015).

Objective: Through article and data analysis, we aimed to assess the knowledge
of LDIR effects on the immune system and present a possible mechanism for

their interaction.

Methods: A literature review using a combination of keywords with Boolean
search terms on the search engine of Web of Science™ was implemented, with
100 articles selected and after filtering through inclusion criteria, the remaining

45 articles had their data collected and compiled.

Results: LDIR showed activation of pathways that induce immune activity.
Acute LDIR was shown to increase pro-inflammatory and decrease anti-
inflammatory cytokine production, macrophage, and natural killer cells’
proliferation and activity while harming splenocyte and T cell counts. Chronic
LDIR showed reverse effects on cytokines, combined with reduced enzymes

responsible for antioxidant defenses.
Conclusions: Results seem to show that acute LDIR induces a pro-inflammatory
response and has anti-tumoral activity, whereas chronic LDIR has anti-

inflammatory properties.

Keywords: radiobiology; immune system; low-dose ionizing radiation



Introduction

Nowadays, ionizing radiation is necessary in medicine. The use of ionizing radiation in
imaging is common, it could be x-rays in a Computerized Tomography (CT) scan or
gamma rays in Nuclear Medicine. These are two of the most common ways ionizing
radiation is used in medicine. Recent studies have been made to understand how these
procedures, using ionizing radiation in relatively low doses, could impact different parts

of the human organism, especially the immune system.

The Immune System

The immune system is a complex network of biological structures whose function is to
maintain the organism healthy. The immune system can detect infectious agents
(viruses, bacteria, fungi, etc.) or damaged/abnormal cells, distinguishing them from
healthy cells of the organism, eliminating the threat, and initiating repair and
remodeling processes, to maintain tissue homeostasis. The immune system is divided
into two major mechanisms: the innate immune system (11S) and the adaptive or
acquired immune system (AIS) (Rauta et al. 2012; Artis and Spits 2015).

The organism’s defenses frontline is the IS, which is tasked with recognizing
the products of infection and injury (antigen), and their elimination. It is composed of
chemical and physical barriers, like the skin, leucocytes, and the complement system.
The responses of the 1IS to infection, whether acute or chronic/persistent or an injury,
are usually manifested through inflammation. Its purpose is to contain the infection,
increase the accessibility of immune cells and proteins to the lesion site, and promote

healing once. The pathogen has been eliminated (Spiering 2015). If the 11S cannot



eliminate the source of injury by itself, it will promote the activation of the AIS
(Kordon et al. 2022).

The AIS, after antigen recognition, eliminates the pathogens responsible and
generates immunological memory (Akira et al. 2006). It is composed mainly of B cells
and T cells. These cells have antigen-specific receptors, such as T-cell receptors and B-
cell receptors, that allow the recognition and elimination of pathogens. This system is
also responsible for the protection of recurrent infections by generating memory cells
that provide long-term specific immunity (Kordon et al. 2022).

Cytokines are small proteins that play a vital part in both 1S and AlS,
contributing to immune function, cell damage, inflammation, and many other immune
system activities (Morris et al. 2022).

When cells are injured by, for example, radiation, they release chemicals that
trigger inflammatory, vascular, and immune responses. Radiation mainly targets DNA,
leading to cell death, carcinogenesis, and mutation resulting from DNA breaks. These
cells can be eliminated by I1S or AIS. While the IIS acts, NK cells can eliminate these
cells, which are recognized and, once activated, they release proteins that enter damaged
cells and activate enzymes, inducing apoptosis (Abbas 2019). Otherwise, damaged cells
release molecules, known as damage-associated molecular patterns (DAMPSs). These are
recognized by dendritic cells, which then serve as a bridge between 1IS and AlS,
presenting them to immature T cells, and inducing their differentiation and activation.
These will either induce repair mechanisms on the damaged cells or apoptosis

mechanisms, similar to NK cells (Rock et al. 2011).

Basics of radiation biology

The first reported knowledge of ionizing radiation dates to 1895 when Roentgen

discovered x-rays, and soon after, Henri Becquerel discovered another type of rays,



which he called natural phosphorescence or radioactivity, from uranium. Following this
discovery, Marie and Pierre Curie found different sources, like polonium and radium.
(Reed 2011). After these discoveries, many scientists believed that radioactivity
exposure could only be positive, being used in treatments, but this could not be further

from the truth. Pierre Curie was the first to report radiation disease, stating:

‘(...) If one leaves a wooden or cardboard box containing a small glass ampulla
with several centigrams of salt in one’s pocket for a few hours, one will feel
absolutely nothing. But 15 days afterward, a redness will appear on the epidermis,
and then a sore which will be very difficult to heal (...)” (Nobel Lectures in
Physics 1998).

Nowadays, radiation disease is one of the most diseases studied. With the study
of Radiation Biology or radiobiology, a lot is known about the mechanisms of radiation
at the cellular, tissue, organ, or system level. Nevertheless, not all is understood, in
comparison to other agents used in medicine (Reed 2011).

Basic concepts of radiation biology include the law of Bergonie and Tribondeau,
which states that cells that are immature, undifferentiated, and actively undergoing
mitosis, like stem cells, are more susceptible to radiation (radiosensitive) than cells that
are mature, differentiated, and not actively dividing, like neurons, which are called
radioresistant (Haber and Rothstein 1969). The interaction of radiation with cells is not
absolute. Because cells can undergo cellular repair, which means that interaction
between them may not result in permanent damage. There is no unique cellular damage
known associated with radiation. Any damage caused by radiation exposure can be
caused in other ways, like thermal, chemical, or physical damage. (Bolus 2017).
Radiation can be classified into two main categories, ionizing and non-ionizing.

lonizing radiation (IR) can have two distinct types of interactions with a cell:

direct or indirect interaction. Direct interaction happens when radiation interacts with



the critical target of the cell, whether it is DNA or a protein, directly affecting the
functionality and viability of a cell. Indirect interaction happens when radiation and
other molecules and atoms interact within the cell, forming free radicals, like H20+-
(water ion) or OHe (hydroxyl radical), which in turn break chemical bonds in other parts
of the cell, leading to biological damage (Review of Radiation Oncology Physics: A
Handbook for Teachers and Students 2003). There are 3 ways that cellular injury can
occur after IR exposure: division delay: 1) reproductive failure immediately, 2 )
reproductive failure after some generations, and 3) interphase death. The last one can
happen several generations after exposure, is most common in lymphocytes, and
happens through apoptosis (Bolus 2017).

Damage can be stochastic or deterministic. Stochastic effects are random in
nature, which means that there is a probability of happening, and occurrence increases
with the dosage received, but the severity does not depend on the dose. This type of
damage does not have a threshold, meaning it can happen at any dose. A deterministic
effect usually happens above a certain threshold, with bigger doses resulting in
increasing severity, and its symptoms are predictable. (Review of Radiation Oncology
Physics: A Handbook for Teachers and Students 2003)

There are three different radiation measurement units: 1) Becquerel (Bq) is the
Sl unit for radioactivity, with the old unit being Curie (Ci ), 2) Gray (Gy) is the Sl unit
for absorbed dose and rad is the old unit and 3) Sievert (Sv) is the SI unit for effective

or equivalent dose and rem is the old unit.

High-dose lonizing Radiation vs Low dose lonizing Radiation

In 2012, the United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation
(UNSCEAR) defined low dose (LDIR) as 100 mGv or less. Despite this, there is still

controversy about the definition of LDIR, as there are multiple articles available from



2012, which use different measures for LDIR. Some examples include Joshi et al.
(2014), defining LDIR as <200 mGy; Antonelli et al. (2015) and Cervelli et al. (2014),
with LDIR as <0.5 Gy, and Tewari et al. (2016), which has LDIR as <1 Gy. Adding to
these examples other articles from before 2012 with different definitions (Amundson
1999; Rothkamm and Lébrich 2003; Liang-Hao et al. 2005; Wilson et al. 2010),
knowledge about LDIR effects might be skewed by these contradictions.

On the other hand, knowledge about the effects of high-dose IR (HDIR) is well
documented. Due to a focus on the study of cancer radiotherapy, and big incidents
related to radiation, like the bombing of Hiroshima and Nagasaki in 1945, and the
nuclear accident in Chernobyl in 1986. The availability of data, the urgency of these
situations, and the general population's concern regarding these events lead to an
increased effort into documenting the effects of HDIR.

There are many theories about possible different types of dose-response models
to explain all the different effects of radiation exposure. They are the Linear No-
Threshold model, which states that any dose of radiation can cause effects; the Linear
Threshold model, which states that there’s a known threshold below which no effects
are seen; and the Linear Quadratic model, where there is no threshold, response to LDIR
is linear and to HDIR is quadratic. There is also a fourth model that supports the idea
that low-level exposure to ionizing radiation might have a hormetic effect, called the
Radiation Hormesis model, which suggests that the nature of radiation’s dose response
might be biphasic (Volkova et al. 2022). Despite there being contradictions to the usage
of these models, while the Linear Threshold model might make more sense to use, the
Linear Quadratic model is used for overall human response, and best explains the

reaction of human cells to IR exposure (Bolus 2017).
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Figure 1: Different dose-response curves for the Linear No-Threshold model (A), Linear
Threshold model (B), Linear Quadratic model (C), and Radiation Hormesis model (D)

In this article, we aim to review and assess the knowledge of LDIR effects on

the immune system and present a possible mechanism for their interaction.

Methods

To demonstrate the discrepancy between LDIR research and general radiation research
related to the IS, we searched for available articles using the search engine on Web of
Science™, on all databases. To include as many articles as possible, while excluding
those that aren’t related to the topics intended, we used the following Boolean search

terms:

e IS and radiation research articles:

o (TS= (“Immune system”) OR TS=(“immunity”’) OR TS=(“immune
cells”) OR TS=(“immune cell”’)) AND (TS=(“ionizing radiation”) OR
TS=(radiation biology))

e IS and radiation research articles:

o ((TS= (“Immune system”) OR TS=(“immunity”’)) AND (TS=(ionizing

radiation) OR TS=(radiation biology))) AND (TS=("low dose radiation")

OR TS=("low dose ionizing radiation"))



In both cases, we exclusively include articles related to scientific/experimental
research, not reviews.

For the literature analysis, using the same search terms mentioned before, 100
articles were selected. After selection, those that were deemed “non-related”, were
removed from the group of articles present in this review. The reasons for removal will
be provided along with the related statistics. Data from the articles were collected, and
all variations were compiled, to establish a possible theory for the effects of LDIR on

the IS.

Search results

We have found differences between IS-IR and IS-LDIR research. While the oldest IS-
radiation article found dates from 1927, it was only 53 years later that the first article
mentioning LDIR was found, in 1980. Overall, search results showed 133.839 articles
related to IS-IR, while only 572 articles related to IS-LDIR, which means that there are
233x more 1S-IR than IS-LDIR articles. And, in addition, most IS-LDIR articles dated
before 2012 might not use the current definition of LDIR, meaning that the number is,

most likely, estimated by excess. This data is represented in Figure 1.



Number of articles made per year for IS-IR and IS-LDIR

0
1920 1940 1960 1380

—8— R-I5 LDIR-1S

Figure 1 — Comparison of the Number of articles made per year for 1S-IR and IS-LDIR,

data found on Web of Science™ databases.

There was a first peak of studies on I1S-IR around 1981-1982, which also match
the time the first articles on 1S-LDIR were published, with a second peak in recent

days/years.

Out of the 100 articles, a second screen was made. The inclusion criteria were:
experimental articles, not reviews; with a major focus on “IS-LDIR” and not deviate too
much from such topic; and to have at least one set of results related to a radiation dose
<100 mGy, that is clear and easily distinguishable from results provided by other doses
of irradiation. The final selection resulted in 45 out of the 100 articles, with the

following reasons for exclusion:

e Lowest dose of radiation used >100 mGy — 34
e Doesn't fit the theme- 10

e Somewhat fits the theme, not completely- 4



e No distinction between LDIR and its effects- 1
e Can't collect data on LDIR effects- 2

e Atrticle not available- 3

e Not an actual article- 1

e For bulleted lists

These results reveal that the definition of LDIR is not clear, with almost 40% of
articles not using LDIR doses, according to the current formal definition, despite

showing up on our search results.

The Articles: Models, Sources, and Doses of Radiation and Analysis Methods

The articles that were found have models that essentially divide into 4 main groups: 27
articles use murine (Courtade et al. 2001; Lacoste-Collin et al. 2007; Shigematsu et al.
2007; Xie et al. 2007; Bogdandi et al. 2010; Gridley et al. 2010; Howell et al. 2011,
Rizvi et al. 2011; Li HH et al. 2015; Song et al. 2015; Buldakov et al. 2016; Candeias et
al. 2017; Song et al. 2017; Szatmari et al. 2017; Gao et al. 2018; Nowosielska et al.
2018; Persa et al. 2018; Zhou et al. 2018; Kesaniemi et al. 2019; Liu J et al. 2019;
Premkumar et al. 2019; Puukila et al. 2019; Saeed and Abolaban 2020; Saeed et al.
2020; Bahreyni-Toossi et al. 2021; Khan et al. 2021; Rey et al. 2021), 9 articles use
humans (Zakeri et al. 2010; Li K et al. 2014; Gyuleva | et al. 2015; Gyuleva IM et al.
2015; Shahid, Chaudhry, et al. 2015; Shahid, Mahmood, et al. 2015; Karimi et al. 2017,
Ebrahimiyan et al. 2021; Gyuleva et al. 2021), 6 use human cells (Jahns et al. 2011; EI-
Saghire et al. 2013; Park et al. 2015; Buldakov et al. 2016; Son et al. 2019; Fang et al.
2022) and the other 5 use murine cells (Joo et al. 2012; Lacoste-Collin et al. 2015; Song
etal. 2017; Cho et al. 2019; Deloch et al. 2019). In the first group, majority of studies

used C57BL/6 mice (Courtade et al. 2001; Shigematsu et al. 2007; Bogdandi et al.



2010; Gridley et al. 2010; Rizvi et al. 2011; Li HH et al. 2015; Song et al. 2015; Song et
al. 2017; Szatmari et al. 2017; Nowosielska et al. 2018; Persa et al. 2018; Premkumar et
al. 2019), one of these not using wild-type mice (Rey et al. 2021) and BALB/c mice
(Shigematsu et al. 2007; Howell et al. 2011; Nowosielska et al. 2018; Liu J et al. 2019;
Premkumar et al. 2019; Bahreyni-Toossi et al. 2021), with the rest of the articles using
different murine, like CBA/Ca and ICR mice (Lacoste-Collin et al. 2007; Xie et al.
2007; Howell et al. 2011; Candeias et al. 2017; Gao et al. 2018; Zhou et al. 2018;
Kesaniemi et al. 2019; Puukila et al. 2019). In the second group, articles either use
workers who work in environments with artificial exposure to IR (Zakeri et al. 2010; Li
K et al. 2014; Gyuleva | et al. 2015; Gyuleva IM et al. 2015; Karimi et al. 2017;
Ebrahimiyan et al. 2021; Gyuleva et al. 2021) or people who live in areas with naturally
high IR levels as subjects (Shahid, Chaudhry, et al. 2015; Shahid, Mahmood, et al.
2015).

More than half of the articles use sources like X-ray (Jahns et al. 2011; EI-
Saghire et al. 2013; Buldakov et al. 2016; Candeias et al. 2017; Szatmari et al. 2017;
Gao et al. 2018; Persa et al. 2018; Zhou et al. 2018; Deloch et al. 2019; Puukila et al.
2019; Son et al. 2019) and y-ray (Shigematsu et al. 2007; Bogdandi et al. 2010; Rizvi et
al. 2011; Joo et al. 2012; Li HH et al. 2015; Park et al. 2015; Song et al. 2015; Song et
al. 2017; Cho et al. 2019; Premkumar et al. 2019; Bahreyni-Toossi et al. 2021; Rey et
al. 2021; Fang et al. 2022) generators externally, with others being
environmental/occupational radiation (Zakeri et al. 2010; Howell et al. 2011; Li K et al.
2014; Gyuleva | et al. 2015; Gyuleva IM et al. 2015; Shahid, Chaudhry, et al. 2015;
Shahid, Mahmood, et al. 2015; Karimi et al. 2017; Kesaniemi et al. 2019; Ebrahimiyan
et al. 2021; Gyuleva et al. 2021), among others, either externally or internally (Courtade

et al. 2001; Lacoste-Collin et al. 2007; Xie et al. 2007; Gridley et al. 2010; Lacoste-



Collin et al. 2015; Nowosielska et al. 2018; Liu J et al. 2019; Saeed and Abolaban 2020;
Saeed et al. 2020; Khan et al. 2021).

The doses used ranged from as little as 0.15 uGy (Kesaniemi et al. 2019), to the
upper limit of 100 mGy (Courtade et al. 2001; Lacoste-Collin et al. 2007; Shigematsu et
al. 2007; Bogdandi et al. 2010; Joo et al. 2012; EI-Saghire et al. 2013; Li HH et al.
2015; Park et al. 2015; Song et al. 2015; Buldakov et al. 2016; Candeias et al. 2017;
Song et al. 2017; Szatmari et al. 2017; Nowosielska et al. 2018; Persa et al. 2018;
Deloch et al. 2019; Liu J et al. 2019; Premkumar et al. 2019; Bahreyni-Toossi et al.
2021; Khan et al. 2021; Rey et al. 2021), which is also the most used dose. Out of 94
irradiation instances, we can divide them into 3 groups: 0-10 mGy (35), 11-50 mGy
(31), and 51-100 (28). Of all these, 54 of them were acute and 40 were chronic. In terms
of biological impact evaluation, 23 articles used flow cytometry, being the most used
method. The other most used methods include RT-PCR (18 articles), ELISA (16
articles), and hematologic analysis (11 articles). More information on the results can be

found in Table 1.

Result analysis

To assess the results obtained in these studies, all statistically significant changes were
compiled, dividing them into four different parameters: cytokines, cell counts (absolute
and relative), gene expression/protein production, and other effects (i.e.: cell activity,
anti-tumoral activity, ...). These changes were further divided into two groups, increases
and decreases. The top five changes of each group (for this matter, the last two groups
were joined due to their relatively low statistical sampling), together with all changes
that were found at least 5 times, were analyzed and classified accordingly, with the dose
of exposure, the model used, time after irradiation, whether the irradiation was acute or

chronic, and other relevant data.



RESULTS

In this section, all data mentioned will be summarized in Tables 1, 2, and 3. Also, all
data found that is and isn’t mentioned and all information related to the articles can be

found in Table 4.

CYTOKINES

Table 1 summarizes the results for cytokines. IFN-gamma was the most increased
cytokine, in 25 different instances, the second increased cytokines had only 9. While 16
of these instances happened after acute irradiation, the other 11 occurred after chronic
irradiation, with two of them preceding HDIR. These increases were found 1 day after
irradiation at the earliest, and 35 days after, at the latest, spanning doses from 1 to 100
mGy. It was also the fifth most decreased cytokine, with 4 out of 5 of the results
happening after acute irradiation. These changes appear to have happened much earlier
though, between 4 hours and 1 day after irradiation. These changes were found in 13 out
of 16 articles that studied this parameter.

The most decreased cytokine was IL-4 in 14 different instances. The majority of
these occurred after acute irradiation, only one of them preceding HDIR, and only 4
instances happening after chronic irradiation. These decreases have mainly happened
earlier, between 4 hours after and 7 days after irradiation. 5 out of 14 happened after a
dose of lower than 50 mGy, with the rest of them happening between 50 and 100 mGy.
It’s also the joint sixth biggest increase, with 4 of them resulting after acute radiation,
with one of them preceding HDIR. These changes happened between 1 and 7 days.

These significant changes were found in 8 out of 10 articles.



GM-CSF was the second biggest increase with 9, 6 of them being a result of
acute radiation. Most data were obtained after a dose of 50 mGy, with the results
occurring early, between 4 hours and 3 days after irradiation. All 3 articles studying this
cytokine showed significant changes.

IL-10, IL-2, and IL-5 were joint third for most increased cytokine, with 8
instances. While IL-2 and IL-5 both only have 2 results from chronic irradiation, IL-10
has most of them, with 5. 1L-2 and IL-5 changes occur around the same timeline, with
IL-2 between 1 and 2 days and IL-5 between 4 hours to 3 days. IL-10 is also different in
this regard, with data being shown between 1 to 7 days. IL-10 is also the third most
decreased cytokines, with 7 instances, in this case only 1 of these happens due to
chronic irradiation and happened either 2 or 7 days after irradiation. IL-10 was found to
change significantly in 9 of 13 articles, with IL-2 and IL-5 in 7 out of 10 and 3 out of 4,
respectively.

IL-6 and IL-12 join IL-4 with 7 instances of increasing, with 2 and 3 out of 7
being from chronic radiation, respectively. The data spread related to dosage is very
similar, although, in IL-12, there are two results related to a dose of 1 mGy, the rest of
the data fits somewhat between three doses, 10, 50, and 100 mGy. While IL-6 showed
changes in 6 articles out of 7, IL-12 showed in only 4 out of 6.

TNF-alfa is the second biggest decrease, with 10 instances, 6 out of these
happening due to chronic irradiation. These changes were found very early, with most
of them being found 5 hours after irradiation. The doses go from <1 mGy to 100 mGy.
It is also the ninth biggest increase, with only two of them being a result of chronic
irradiation. These increases have about the same dose range (10-75 mGy) and the same

timeframe (4 hours to 2 days after). Despite these results, TNF-alfa has the lowest



result-to-research ratio, with only 6 out of 13 articles studying these changes finding
statistically significant differences.

TGF-beta is the last cytokine to comply with our selection, with six instances of
decreases, making it the fourth biggest, all of them being the result of acute irradiation,
with one of them preceding HDIR irradiation. Results show that the changes happened
between 1 and 3 days, with doses between 1 and 100 mGy. TGF-beta was found to

change significantly in 5 out of 7 articles that studied this parameter.

Table 1- Number of instances of change in cytokines

Increased Decreased
Cytokines o R T I I Total
irradiation irradiation irradiation irradiation
IFN-gamma 16 10 26 4 1 5
GM-CSF 6 3 9 0 0 0
IL-10 3 5 8 6 1 7
IL-2 6 2 8 0 0 0
IL-5 6 2 8 0 0 0
IL-6 5 2 7 0 0 0
IL-12 4 3 7 0 0 0
IL-4 3 4 7 10 4 14
TNF-alpha 2 4 6 4 6 10
TGF-beta 0 0 0 6 0 6
CELLS

Lymphocytes T CD8+ (in percentage) had the most instances of change, with 18 being
decreases, making them the cells with the most decreases of cells, and 4 increases,
making it the joint fourth most increases of cells. The decreases were split, with chronic
irradiation being responsible for 8 instances, and acute irradiation for 10 instances. The
doses were spread between 1 and 100 mGy, with results between 1 day and 32 days
after irradiation. The increases only had 1 instance of chronic irradiation and had results

for doses 1, 10, and 100. These results happened much earlier though, between 1 and 2



days. Out of 12 articles, 8 of them showed significant differences.

Dendritic cells were second for most decreases (in percentage) of cells, with 10
instances, only 3 of them being a result of chronic irradiation. These changes happen
between 1 and 7 days after irradiation, with doses ranging from 1 to 100 mGy. These
significant changes were found in all 3 articles analyzing them.

NK cells showed the most instances of increase (in percentage), with 8, with 3
of them due to acute radiation, two of them preceding HDIR. These changes have been
shown in two very different timeframes, 2 of them happened 4 days after irradiation,
and the other happened much later, between 3.5 to 8 months. The doses also divide
results into two groups, 6 of them result from a dose of 10 mGy, the other 2 from 100
mGy. Out of 7 articles, 4 showed statistically significant changes.

Lymphocytes follow in second with 5 instances of increasing changes (in
absolute measures), with 3 of them being due to chronic irradiation, and one of the
others preceding HDIR. These changes happened either 24h or 7 days after irradiation,
with doses either <2 mGy or 100 mGy. They’re also the fourth in decreases, with 6. All
the results are due to acute radiation, followed by HDIR, and half of those are decreases
when compared to LDIR by itself. These changes happened at 4 and 21 days after
irradiation. Out of 7 articles measuring these, 4 showed statistically significant changes.

Splenocytes (in percentage) are third in decreases, with seven instances, all of
them due to acute LDIR. This effect was found earlier, from 1 to 7 days after
irradiation, with doses like 10, 50, and 100 mGy. Although 3 out of 3 articles that
studied this parameter showed changes, only 1 showed these negative effects.

In third place for increases, we found monocytes/macrophages (in percentage),

with 5 instances. All of them happened due to acute LDIR, and 3 of those were



followed by HDIR. Results happened either between 4 or 21 days after irradiation, due
to 10 or 100 mGy. 3 out of 3 articles showed statistically significant changes.

Lymphocytes T CD4+ (in percentages) were fifth in increases and joint fourth in
decreases, with 4 and 6 instances, respectively. In both cases, only one instance resulted
due to chronic LDIR, with doses between 1 and 100 mGy. They differ in timing, with
the increases happening earlier, 1 or 2 days after irradiation, and with the increases
happening later, in 3 to 7 days. These results have the worst research-to-result ratio,
with only 4 out of 12 showing significant changes.

Lastly, lymphocytes B (in percentage) were also joined fourth in decreases, with
six instances, all of them happening due to acute LDIR, two of them followed by HDIR.
These results had two very different time points, with 4 of them happening between 3,
4, or 7 days after irradiation, and the other 2 happening 6 months after. Doses were
either 10 or 100 mGy. Out of 5 studies, 3 of them found differences with statistical

significance.

Table 2- Number of instances of change in cells

Increased Decreased
Cells acute chronic Total acute chronic Total
irradiation irradiation irradiation irradiation
NK cells (%) 3 5 8 0 0 0
T CD8* cells (%) 2 2 4 10 8 18
Lymphocytes (%) 2 3 5 6 0 6
Mono/Macrophages (%) 5 0 5 0 0 0
T CD4* cells (%) 3 1 4 5 1 6
Dendritic cells (%) 0 0 0 7 3 10
Splenocytes (%) 0 0 0 7 0 7
B cells (%) 0 0 0 4 2 6

OTHER EFFECTS

RNS production is the first in increases, with 12 instances, all of them acute, 2 of them

following 2 Gy. These results happened in different timeframes, between 24-48 hours,



and 8 to 12 days. They can also be divided into two groups of doses, with 5 being <20
mGy, and the other 7 being due to 100 mGy. All 4 articles showed significant statistical
deviations.

Joint first with RNS production, MAPK phosphorylation had 12 instances of
increase, all of them acute, and all of them due to a dose of 100 mGy, with only one of
them happening with further irradiation with LDIR. They all happened very early,
between 1h and 72h after irradiation. Out of 3 articles, 2 of them showed significant
differences.

Primary tumor growth was the most decreased parameter, with 8 instances, all of
them due to acute radiation, and only two of them not being by followed HDIR
radiation. These results happened between 2 and 5 days, with the only doses being 75
and 100 mGy. Out of 4 articles, 3 of them showed significant differences.

Third in increases, NF-kB expression showed 6 instances, with half being with
chronic irradiation. With chronic irradiation, these changes happened 2 days after, and
with acute irradiation, they happened 7 days after. These instances were divided into
three different doses, 1, 10, and 100 mGy. We found only one article studying this
parameter.

Nrf2 expression and NK cell cytotoxicity were joined fourth in increases with
five instances. Only one instance of Nrf2 was due to chronic LDIR, with 9 being due to
acute LDIR. While both have instances happening due to doses of 10 and 100 mGy,
Nrf2 expression and NK cell cytotoxicity had instances due to 1 and 50 mGy,
respectively. Their timeframe was vastly different, with Nrf2 expression happening
earlier, between 1 and 7 days after LDIR, and the other happened much later, between 9
and 35 days after. They had the same research-to-result ratio, having 2 out of 2 articles

with significant statistical deviations.



Also with 5 instances, Splenocyte apoptosis was second in decreases, with all of
them happening due to acute LDIR. All instances happened very early, between 30 min
to 24 hours after irradiation, with doses between 2 and 20 mGy. 2 out of 3 articles
showed significant statistical changes.

Third in decreases, joint with 2 other parameters, secondary tumor growth had 4
instances, all of them due to acute LDIR that was followed by HDIR. These results
happened between 2 to 4 days, all of them due to a dose of 100 mGy. Only one article
studied this parameter, and it also showed significant differences.

The other two parameters that were joined third were Gpx-1 and Sod2
expression. These changes happened in the same study, with chronic doses between

0,876 and 1,403 mGy per year.

Table 3- Number of instances of changes in other parameters

Increased Decreased
Others acute chronic Total acute chronic Total
irradiation irradiation irradiation irradiation
MAPK phosphorylation 12 0 12 0 0 0
NO production 12 0 12 0 0 0
NF-kB expression 3 3 6 0 0 0
Nrf2 expression 4 1 5 0 0 0
NK cytotoxicity 5 0 5 0 0 0
Primary tumor growth 0 0 0 8 0 8
Splenocyte apoptosis 0 0 0 5 0 5
Secondary tumor growth 0 0 0 4 0 4
Gpx-1 expression 0 0 0 0 4 4
Sod2 expression 0 0 0 0 4 4

Discussion

LDIR was shown to induce/increase the activation of the Mitogen-activated protein
kinases, also known as MAPKSs (Joo et al. 2012; Premkumar et al. 2019), which are
kinases that convert extracellular stimuli into various cellular responses, regulating gene

expression, mitosis, metabolism, motility, survival, apoptosis, and differentiation. They



are divided into 2 groups, conventional MAPKSs, and unconventional MAPKSs, which
also divide into subgroups, 4 (ERK1/2, p28 MAPK, JNK, and ERK5 modules) and 3
(ERK3/4, ERK7, and NLK), respectively (Cargnello and Roux 2011). This effect
happens very early, between 1 and 72h after LDIR, with or without the activation
preceding irradiation, and the activation of modules like p38 MAPK, which plays a
central role in normal immune and inflammatory responses (Cuadrado and Nebreda
2010), or ERK1/2, which is responsible for cell proliferation (Meloche and Pouyssegur
2007), might be responsible for increases in proliferation and activation of immune
cells.

Another notable effect was the increase in Nuclear factor-kB activation, or NF-
kB (Song et al. 2015), which represents a large family of transcription factors that
regulate a wide range of genes involved in various processes of immune and
inflammatory responses (Liu T et al. 2017). This increase happened due to chronic and
acute LDIR, in a variety of doses, in a relatively early period after irradiation, and, in
junction with MAPKSs, it might also help to explain the augmentation of the immune
activity shown, as well as the anti-tumor effect shown, as NF-xB was shown to play a
tumor-suppressive role in certain cancers (Li K et al. 2014).

Acute irradiation and chronic irradiation seem to elicit inverse effects, especially
in cytokines, which have shown different tendencies depending on how LDIR was
administered.

Acute LDIR shows to increase interferon-gamma, or IFN-y, in various doses, as
early as 1 day after irradiation (Xie et al. 2007; Song et al. 2015; Karimi et al. 2017,
Gao et al. 2018; Nowosielska et al. 2018; Zhou et al. 2018; Cho et al. 2019), although in
one of the studies, it seems that in an earlier timeframe, with decreases happening 4h to

1 day after irradiation (Bogdandi et al. 2010). IFN-y is a cytokine primarily secreted by



activated T cells and NK cells, which promotes macrophage activation, mediates
antiviral and antibacterial immunity, antigen presentation, activation of IIS, induces Thl
polarization, and controls cell proliferation and apoptosis (Tau and Rothman 1999;
Ivashkiv 2018). This might result not only in a shift to Thl and Th17, but also the
stimulation of RNS production, as seen in some articles after acute LDIR irradiation
(Lacoste-Collin et al. 2015; Song et al. 2017; Nowosielska et al. 2018; Premkumar et al.
2019), which are involved in pathogenesis, control of infectious diseases, tumors, and
other diseases (Bogdan 2001).

IL-6 was also increased around 4 hours to 3 days after acute irradiation
(Bogdandi et al. 2010; Buldakov et al. 2016). IL-6 is synthesized in a local lesion in the
initial stage of inflammation, which acts on multiple cells and has an important role in
acquired immune response, stimulating Th17 and T cell differentiation, inhibiting Treg
differentiation, enhancing antibody production, and others (Tanaka et al. 2014).

IL-12 was increased by both acute (Shigematsu et al. 2007; Song et al. 2015)
and chronic LDIR (Song et al. 2015), 7 and 2 days respectively. This cytokine is
produced by B lymphocytes, macrophages, and dendritic cells after activation, and acts
in various cells, like CD8+ T cells, inducing differentiation into cytotoxic T
lymphocytes, and NK cells, leading them to proliferate and increase cytotoxicity, CD4+
T cells, inducing Th1l polarization and inhibiting Th2 polarization, and plasma cells,
inducing the production of IgG and inhibiting production of others (Liu J et al. 2005).
This increase might lead to not only Th1l proliferation but also might be responsible for
the increases seen in NK cells (Gridley et al. 2010; Song et al. 2017; Khan et al. 2021)
and their cytotoxicity (Xie et al. 2007; Nowosielska et al. 2018) in some of the analyzed

articles.



Another cytokine increased by acute LDIR (Bogdandi et al. 2010; Zhou et al.
2018), and decreased by chronic LDIR (Howell et al. 2011; Rizvi et al. 2011; Joo et al.
2012) was TNF-alpha. This pro-inflammatory cytokine is produced by Th1 cells and
macrophages (Jang et al. 2021) and plays important roles in processes such as
immunomodulation, fever, inhibition of tumor formation, and viral replication. It also
activates signaling pathways like NF-xB or MAPK (You et al. 2021). TNF-alpha
increase might be responsible for the activation of NF-kB and/or MAPK seen in other
articles, and might be a signal of Th1 polarization, and seems to be followed by the
increase of monocytes/macrophages noted in some articles (Gridley et al. 2010; Song et
al. 2017). Despite this, the data gathered showed that most articles did not find
differences in TNF-alfa expression, so this effect might not be real, despite making
sense overall.

IL-2 was also increased around 1 to 2 days after acute irradiation (Shigematsu et
al. 2007; Bogdandi et al. 2010; Gao et al. 2018; Zhou et al. 2018). IL-2 is a cytokine
produced mainly by Th cells and by T, NK, and NKT cells to a lesser extent. Its
production is usually induced strongly by antigen activation. It’s crucial for the
maintenance of Treg cells and the differentiation of CD4+ T cells, leading to the
polarization of Th cells into Thl, Th2, and Th17 (Boyman and Sprent 2012). This
increase, coupled with the increases of IFN-y, IL-6, IL-12, and TNF-alfa, might lead to
Th1 and Th17 polarization and pro-inflammatory reactions.

IL-4 was one of the cytokines that showed a radical difference between acute
LDIR (Bogdandi et al. 2010; Joo et al. 2012; Song et al. 2015; Gao et al. 2018;
Bahreyni-Toossi et al. 2021), with decreases, and chronic LDIR (Song et al. 2015; Fang
et al. 2022), with increases. IL-4 is an anti-inflammatory cytokine known for type 2

immune responses, inducing Th2 polarization, B cell antibody production and isotype



switch to IgE, expansion of basophils and eosinophils, and others (Heeb et al. 2020).
Despite some contradicting results, most data seem to support that chronic LDIR
induces an anti-inflammatory response in the immune system.

IL-10 seemed to follow the same trend as IL-4, with acute (Song et al. 2015;
Song et al. 2017; Zhou et al. 2018), and chronic irradiation(Li K et al. 2014; Song et al.
2015) eliciting decreases and increases respectively. IL-10 is a potent anti-inflammatory
cytokine that plays an essential role in preventing pathologies related to inflammation or
autoimmunity, limiting host immune responses to pathogens, resulting in damage
prevention to the host, and maintaining homeostasis of the tissue (lyer and Cheng
2012). This result seems to be consistent with the radiation application, despite the
existence of contradicting data (Bogdandi et al. 2010; Zakeri et al. 2010; Persa et al.
2018; Cho et al. 2019).

TGF-beta is the other cytokine that seems to be decreased by acute LDIR
(Bogdandi et al. 2010; Gao et al. 2018; Bahreyni-Toossi et al. 2021; Fang et al. 2022),
as all data point towards it. This powerful anti-inflammatory cytokine has a crucial role
in wound healing, immunoregulation, angiogenesis, and cancer. TGF-beta can also
contribute to the differentiation of inflammatory Th17 cells when joined with IL-6. In
an early stage of cancer, TGF-beta inhibits the proliferation and growth of cancer cells,
but in a later stage, cancer cells use TGF-beta to help with invasion and metastasis
(Prud’homme 2007). With IL-4 and IL-10, it seems that chronic LDIR has a positive
effect on the expression of these cytokines, inducing an anti-inflammatory response, and
possibly leading to Th2 polarization.

Another cytokine that was increased by acute (Bogdandi et al. 2010) but also
chronic LDIR (Rizvi et al. 2011; Li K et al. 2014) was the granulocyte-macrophage

colony-stimulating factor, or GM-CSF, which is a hematopoietic growth factor and



immune modulator, important for the activity of circulating leukocytes. Produced by a
variety of cells like T cells, macrophages, endothelial cells, and fibroblasts upon
receiving immune stimuli, recruiting immune cells like neutrophils, monocytes, and
lymphocytes, to enhance host defense (Shi et al. 2006). These increases happen 4h to 3
days after irradiation and could increase immunity while increasing the number of
mono/macrophages, which was seen after acute LDIR(Gridley et al. 2010; Song et al.
2017) around the same timeline.

IL-5 showed increases around 4 hours to 3 days after acute irradiation
(Bogdandi et al. 2010; Song et al. 2015). IL-5 is a cytokine that activates B cells and
eosinophils, inducing their proliferation, survival, and differentiation (Takatsu et al.
2005). This increase, coupled together with GM-CSF, might result in the proliferation,
differentiation, and activation of eosinophils and B cells.

Cells that seem most negatively affected by LDIR are CD8+ T cells with acute
(Bogdandi et al. 2010; Gridley et al. 2010; Song et al. 2015) at early stages and chronic
irradiation at later stages (Lacoste-Collin et al. 2007; Song et al. 2015), with only a few
articles showing increases, DCs, also with acute (Bogdandi et al. 2010; Song et al.
2015) and chronic effects (Song et al. 2015), both with early effects and all splenocytes,
with acute LDIR (Bogdandi et al. 2010) also in an earlier timeline, indicating that these
cells might be more radiosensitive. The most positively affected were NK and
mono/macrophages, as mentioned above.

LDIR contributed to the decrease of primary and secondary tumor growth, most
times when combined with HDIR, which might indicate that, not only does LDIR
increase anti-tumor capacity, but also induces an adaptative response, increasing the

organism’s capacity to react to HDIR.



Chronic LDIR seems to affect decrease Sod2 and Gpx-1 expression (Howell et
al. 2011), which are two enzymes responsible for protection against ROS, leaving the
organism more susceptible to oxidative stress.

A somewhat controversial result is the expression of the Nuclear factor erythroid
2-related factor gene, or Nrf2, which was found to be increased by acute LDIR (Song et
al. 2015; Song et al. 2017). NFR2 is a transcription factor that regulates cellular defense
against toxic and oxidative results, turning cells resistant to chemical carcinogens and
inflammatory challenges, by inducing anti-inflammatory responses. In such a context,
although acute LDIR seems to induce pro-inflammatory responses, it could also include
this increase in very specific anti-inflammatory responses, reflecting the production of

ROS.



Conclusion

Irradiation with LDIR will activate both MAPK and NF-«xB pathways, which will
induce immune cell proliferation, activation (which induces production of IL-2),
polarization, and cytokine production, depending on if LDIR is irradiated acutely or
chronically.

Acute LDIR seems to induce the production of pro-inflammatory cytokines. A
shift towards Thl and Th17 lymphocytes and an increase in NK cells and macrophage
proliferation and cytotoxic activity also seem to occur, the latter being confirmed by an
increase in RNS production. Despite this, acute LDIR also showed a negative effect in
cell counts, with splenocytes, CD8+ T cells, and DCs being the main targets, being
more radiosensitive. Nrf2 upregulation, although contradicting, might happen due to
ROS production, (the most common effect of irradiation), to mitigate its effects.

Acute LDIR seems to also induce an adaptative reaction to further irradiation
and, when combined with radiotherapy, seems to have anti-tumoral activity.

Chronic LDIR appears to do the opposite, leading to an anti-inflammatory
response, with decreases in TNF-alfa and increases in IL-10 and Il-4. Th2 polarization,
B cell activation, and isotype switch to IgE and basophile and eosinophile
proliferation/activation were also found. It might also lead to ROS vulnerability, as
there was a reduction in Sod2 and Gpx-1 expression. Everything was summarized and

can be seen in Figure 2.
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Table 4- All relevant data collected from the analyzed articles: |- significantly reduced; - reduced, but not

significantly;

- didn’t change;

- increased, not significantly; 1- significantly increased.

Article

Model

Doses

Radiation

source

Analysis methods

Relevant data

Effects of Low-
Dose Radiation
on the Immune
System of Mice
after Total-Body

Irradiation

Bogdandi et al.

(2010)

Female

C57BL/

6 mice

10, 50,
and 100

mGy

External

Gamma

rays

Flow cytometry,
TUNEL assay,

RT-PCR

| Apoptosis of total splenocytes (10 mGy), CD4+ T cells (10 and
50 mGy), NK cells (50 mGy), and DCs (50 mGy)

1 % CD4+, CD8+ T cells, and Tregs (10 mGy, day 1)

| % CD8+ T cells and DCs (50 mGy, day 1)

| % total splenocytes, Tregs, and DCs (100 mGy, day 1)
| % total splenocytes and CD8+ T cells (all doses, day 3)
| % CD4+ T cells (10 and 100 mGy, day 3)

| % DCs (50 mGy, day 3)

1 % memory CD8+ T cells (50 and 100 mGy, day 3)

| % total splenocytes, CD4+ T cells, and CD8+ T cells (all doses,
day 7)

| % Tregs (50 and 100 mGy, day 7)

| % B cells (10 and 100 mGy, day 7)

| % NK cells (50 and 100 mGy, days 3 and 7)

1 1L-6, TNF-alpha, TGF-beta (10 mGy, 4 hours)

| IFN-gamma, IL-4, IL-12 (10 mGy, 4 hours)

1 GM-CSF, IL-6, LT-beta (50 mGy, 4 hours)

| IFN-gamma, IL-12 (50 mGy, 4 hours)

1 IL-5, IL-6 (100 mGy, 4 hours)

1 GM-CSF (10 mGy, day 1)

| IFN-gamma, IL-2, TGF-beta, GDF15 (10 mGy, day 1)
1 1L-2 (50 mGy, day 1)

| IFN-gamma, IL-4, GDF15 (50 mGy, day 1)

| IL-4, TGF-beta (100 mGy, day 1)

| IL-4, LT-beta (10 mGy, day 3)

| IL-2, IL-6, TNF-alpha (50 mGy, day 3)

1 1L-10 (200 mGy, day 3)

| IL-2, IL-4, LT-beta, TGF-beta (100 mGy, day 3)

1 GM-CSF, IL-5 (50 and 100 mGy, days 1 and 3)

Extracellular

Vesicles Mediate

Radiation-

Male

C57BL/

6 mice

100 mGy

External

X-rays

Flow cytometry,
TUNEL assay,

RT-PCR,

1 Mean number of aberrations per cell (irradiated dose)
1 % cells with cellular aberrations (bystander effect)

| Hematopoietic cells (BM, irradiated)




Radiation
Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
Induced KEGG and GO Lymphocytes (BM, bystander)
Systemic analysis T CD4, CD8, B, and NK cells (spleen, irradiated)
Bystander | T CD4 and CD8 cells (spleen, bystander effect)
Signals in the | T CD4 in proliferation (spleen, bystander effect)
Bone Marrow 1 Proliferating NK cells (spleen, bystander)
and Spleen
Szatmari et al.
(2017)
Exposure to
environmental
radionuclides is Sequencing, de
associated with 18.03, novo
1 Genes involved in the innate immune response
altered metabolic 14.74, Natural transcriptome
Bank | Genes associated with protein ubiquitination in the spleen and
and immunity 0.15 and radiatio | assembly, gene
vole with heavy and light chains of Igs.
pathways in a 0.30 n co-expression
| Key genes of AlS.
wild rodent HGy/h networks, stable
isotope analysis
Kesaniemi et al.
(2019)
Human
Role of AKT and
B
ERK pathways
lympho
in controlling
blast 10
sensitivity to
cell (chronic),
ionizing 1 1M-9 cell survival (50 and 100 mGy)
lines 50
radiation and Cell survival (other cell lines)
IM-9, (chronic | External
adaptive XTT assay and | | Apoptosis (LDIR + HDIR 10 and 50 mGy, compared to HDIR
C1R- and Gamma
response induced western blot irradiation)
sB7, acute), rays
by low-dose 1 ERK phosphorylation (after LDIR irradiation and LDIR + HDIR
Jurkat and 100
radiation in compared to HDIR)
leukemi (acute)
human immune
a lines, mGy
cells
and JM1
lympho
Park et al. (2015)
ma line




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
1 Survival of infected mice
| Expression of IL-6, IL-1beta, and IL-10 (compared to untreated
Female
infection)
6-week-
Effects of low- 1 % Peritoneal macrophages
old Quantification
dose irradiation 1 Production of NO
C57BL/ of CFUs,
on mice with External 1 % Total T cells, CD8+, DCs, macrophages, and NK cells, and
6 mice ELISA, flow
Escherichia coli- 100 mGy | gamma markers CD25, CD69, CD80, and CD86 (compared to control)
and cytometry,
induced sepsis rays % Total T cells, CD8+, DCs, and NK cells (compared to
RAW26 MTT assay, and
untreated infection)
4.7 RT-PCR
Song et al. (2017) 1 % Macrophages (compared to untreated infection)
macroph
1 INOS, Nrf2, and HO-1 (compared to control)
ages
| INOS (compared to untreated infection)
1 Nrf2 and HO-1 (compared to untreated infection)
Low-dose
radiation
accelerates the | VDJ sequence diversity (100 mGy, productive and non-
aging of the T- productive, 1st and 6th month)
Sequencing and
cell receptor CBA/Ca 10 and External 1 VDJ sequence diversity (100 mGy, productive and non-
DNA
repertoire in mice 100 mGy X-rays productive, 3rd month)
identification
CBA/Ca mice | V gene diversity (100 mGy, productive, all months)
1 Productive/non-productive ratio (100 mGy, all months)
Candeias et al.
(2017)
Low doses of
ionizing
radiation induce
immune-
1 Expression of TLR4, MyD88, p38, ERK, JNK, and PF4 (50
stimulatory
Human mGy)
responses in 50 and External | gRT-PCR and
blood 1 Expression of TLR9 (100 mGy)
isolated human 100 mGy X-rays ELISA
monocyt 1 Expression of HMGBI1, IRAK1, and pIkBa (50 and 100 mGy)
primary
es Expression of p38, ERK, JNK, and PF4 (100 mGy)
monocytes

El-Saghire et al.

(2013)




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
| Tumor growth (LDR and LDR-HDR)
Validating the 1 Survival of mice (LDR and LDR-HDR)
pivotal role of 1 % activated NK and CD8+ T cells (LDR and LDR-HDR)
the immune WST-1 assay, 1 Splenocyte cytotoxicity (after 1 and 2 LDR treatments and after 1
system in low- flow cytometry, | LDR-HDR)
Lewis
dose radiation- spectrophotome | 1 Tumor cell death (LDR and LDR-HDR)
lung
induced tumor External try, | Splenocyte proliferation (HDR-LDR)
cancer- 75 mGy
inhibition in X-rays histopathology,
bearing
Lewis lung and Cytokines
mice
cancer-bearing immunohistoch | 1 IL-1beta, IL-2, IFN-gamma, and TNF-alpha (after 1, 2, and 3
mice emistry LDR treatments)
| IL-10 (after 1, 2, and 3 LDR treatments)
Zhou et al. (2018) | Cytokine production (HDR-LDR)
Cytokine production (LDR-HDR)
Mutations of the
human
interferon alpha-
2b (hIFNa-2b) People
gene in low-dose | living in | Mean cell hemoglobin (52% of people) and mean cell
natural areas 0.4383- Hematological | hemoglobin concentration (44% of people)
Natural
terrestrial with 4.55832 analysis, PCR, | | Platelets and % lymphocytes (28% of people)
radiatio
ionizing high mSv per and
n
radiation- natural year electrophoresis | 24% with a mutation in the hIFNalfa-2b gene
exposed dwellers | radiatio L 24% with structural alterations in the protein
n levels
Shahid,
Mahmood, et al.
(2015)
lonizing Flow cytometry,
Radiation proliferation
Male
Impairs T Cell assays, ELISA,
wild- External Total T cells and subpopulations
Activation by gRT-PCR,
type 100 mGy | gamma Proliferation and activation
Affecting glucose uptake
C57BL/ rays Cell viability
Metabolic and
6 mice

Reprogramming

consumption

assays, and ATP




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
Li HH et al. and UPLC
(2015) levels
Genotoxic effects:
| Micronucleus frequency (VBL, 24h after injection)
| Micronucleus frequency (BLM, 48h after injection)
Micronucleus frequency (VBL, 48h and 72h after injection)
Micronucleus frequency (BLM, 72h after injection)
The Effects Of
Body weight (in all irradiated groups)
Environmental 93
1 Leukocytes (BLM and VBL, 48h and 72h)
Low-Dose Wild mGyl/year
1 % Lymphocytes in all groups (BLM, 24h)
Irradiation On rats (irradiated Genotoxicity
| % Neutrophils (BLM, 24h)
Tolerance To (BALB/ | wildrats), | Natural tests,
% Lymphocytes in all groups (LPS, 24h)
Chemo- cmice | 0.876and | radiatio microscopy,
% Neutrophils (LPS, 24h)
therapeutic as 1.403 n weighing, and
1 Frequency of PCEs in irradiated rats (BLM, 24h)
Agents positive | mGyl/year RT-PCR
control) (control
Genes
Howell et al. wild rats)
| Acol, Cat, Gpx-1, Gstpl, Sod1, Sod2, TNF-alpha, Trp53 (BLM)
(2011)
| Gpx-1, Sod1, Sod2, TNF-alpha, Trp53 (VBL)
1 GSTP1 (VBL)
| Gpx-1, IRF-1, Sod2, TNF-alpha (LPS)
1 Cat and Trp53 (LPS)
| Gpx-1 and Sod2 (SAL)
1 Sod1 (SAL)
Biological effects 1 Frequency of aberrant cells and chromosomes; 1 CD69
Hematological
of low dose Clinicia Occupat expression in CD4+ T cells.
8.14 and autoanalyzer,
ionizing ns and ional
30 cytogenetic
radiation interven radiatio Cytokines, Igs, and components of the complement system:
mSv/year analysis, radial
exposure on tional n 1 1gGs and IL-2
respective single
interventional cardiolo exposur 1 IL-10
ly; immunodiffusio
cardiologists gists e IFN-gamma, IL-6, and IL-8

n of Mansoni,

IL-4




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
Zakeri et al. ELISA, and
(2010) flow cytometry
Effect of internal
contamination
with tritiated
water on the
neoplastic
1 NK cytotoxic function (BALB/c, 100 mGy, days 9 and 12)
colonies in the BALB/
1 NK cytotoxic function (C57BL/6, 10 mGy, days 14 and 16)
lungs, innate C 51Cr-release
Water 1 NO production (BALB/c, 100 mGy, days 8 and 9)
anti-tumor (radiose assay,
with 1 NO production (C57BL/6, 10 mGy,
reactions, nsitive) hematological
tritium days 8, 12, and 16)
cytokine profile, and 10 and analyzer, flow
(intraper
and C57BL/ | 100 mGy cytometry,
itoneal 1 IFN-gamma (BALB/c, 100 mGy, days 9 and 12)
hematopoietic 6 spectrophotome
injection 1 IFN-gamma (C57BL/6, 10 mGy, days 14 and 16)
system in (radiore try, and cell
) IFN-gamma (C57BL/6, 10 mGy, days 8 and 10)
radioresistant sistant) counter
IL-1Beta (BALB/c, 100 mGy, days 8, 9 and 10)
and mice
IL-1Beta (C57BL/6, 10 mGy days 8, 9 and 10)
radiosensitive
mice
Nowosielska et al.
(2018)
1 8 genes (LDIR, TH1 related, and TH1 immune response)
Effects of various
| 5 genes (LDIR, related to Thl, Th2, and Th3)
radiation doses
1 54 genes (HDIR, related to Thl, Th2, Th3 and Th2 immune
on induced T-
response)
helper cell
| 5 genes (HDIR, related to Th2)
differentiation ICR External | Microarray and
75 mGy
and related mice X-ray ELISA
1 Stat4 Expression (LDIR)
cytokine
| Expression of Cebpb and Gata3 (LDIR)
secretion

Gao et al. (2018)

1 Expression of Thx21, Statl, Stat4, Irf1, Nfkbl and Cebpb
(HDIR)

1 IFN-gamma and IL-2 (LDIR)




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
| IL-1beta, IL-4, IL-21 and TGF-beta (LDIR)
1 IL-1beta and TGF-beta (HDIR)
IL-4 and IL-21 (HDIR)
| IFN-gamma (HDIR)
IL-2 (HDIR)
Raw
264.7,
Influence Of A YAC-1
Continuous Very cell
Low Dose Of lines 9, 18, 27, Chemiluminesc
1 Free radical production (27 and 36 mGy)
Gamma-Rays and 36, 45, 54, ence,
1 NO production (9 and 18 mGy)
On Cell lympho | 63,and 72 | External | spectrophotome
1 Oxidative stress survival (18, 27, and 36 mGy)
Proliferation, ma cells mGy (9 Thorium | try, MTT test,
| Survival to oxidative stress (54, 63, and 72 mGy)
Apoptosis And from mGy Nitrate | Coulter counter,
| Reproduction rate (1.8 and 2.7 mGy)
Oxidative Stress | female increase immunohistoch
| Rate of apoptosis (36 mGy)
SILA per week) emistry
Lacoste-Collin et mice
al. (2015) with
lympho
ma
Influence of low
dose irradiation
on
differentiation, Flow cytometry,
DCs and
maturation and External ELISA,
human 50 mGy All parameters studied
T-cell activation X-ray spectrophotome
T cells
of human try

dendritic cells

Jahns et al. (2011)




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
Assessment of
Some Immune
Parameters in
Occupationally
% CD3+ T cells (9.53 and 49.24 mGy)
Exposed Nuclear
Automated | % CD4+62L+ T cells (9.53 and 49.24 mGy)
Power Plant
hematology % CD4+62L- T cells (9.53 mGy)
Workers: Flow
Workers Occupat analyzer, | % CD4+25+ T cells (9.53 mGy)
Cytometry 9.53,
ata ional microscopy, | CD4+25+ T cells (9.53 mGy)
Measurements of 49.24
nuclear radiatio | flow cytometry, | 1 % CD4+38+ T cells (9.53 mGy)
T Lymphocyte mSv
plant n and radial
Subpopulations
immunodiffusio IgA (9.53 and 49.24 mGy)
and
n 1 1gM (9.53 mGy)
Immunoglobulin
IgM (49.24 mGy)
Determination
Gyuleva IM et al.
(2015)
| Expression of Ccl11 (50 mGy)
1 Expression of Cclll (2 Gy)
Low-dose 1 Expression of Ccr5, Cd80, and Inha (50 mGy)
Gamma-rays 1 Expression of Cd80 (50 mGy + 2 Gy)
and Simulated | 1L-9 expression (50 mGy + 2 Gy)
Solar Particle 1 Relative weight (50 mGy, compared to 2 Gy)
Weighing, RT-
Event Protons
External | PCR, automatic
Modify C57BL/ | 50 mGy 1 IFN-gamma (50 mGy + 2 Gy, without cell activation)
Gamma hematology
Splenocyte Gene | 6 mice (chronic) 1 MIP-1alpha, GM-CSF, IFN-gamma, TNF-alpha and I1L-13 after
rays analyzer, and
and Cytokine CD3 activation (in all groups)
multiplex
Expression 1 RANTES after CD3 activation (2 Gy and 50 mGy + 2 Gy)
Patterns | IL-9 and IL-7 after CD3 activation (50 mGy)
| MIP-1alpha after PMA/I activation (50 mGy and 50 mGy + 2
Rizvi et al. (2011) Gy)
| IFN-gamma and TNF-alpha after PMA/I activation (50 mGy)
| 1L-9 after PMAV/I activation (all groups)
Low-Dose Total | BALB/c | 100 mGy Proton Weighing,
| Primary tumor growth (RT and LDR + RT).
Body Irradiation | female (aloneor | accelera | PET/CT scans,
| Secondary tumor growth (LDR + RT)
Can Enhance mice before tor flow cytometry,




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
Systemic radiothera (local, immunohistoch | | Primary tumor growth (range between LDIR and RT of 2, 3, 4,
Immune Related py) right emistry, and and 5).
Response flank) ELISA | Secondary tumor growth (interval between LDIR and RT of 2, 3,
Induced by and 4 days)
Hypo- Greater survival of mice in the 3-day interval group
Fractionated 1 Rat Survival (LDR + RT)
Radiation | Dimensions and number of metastases (LDR+RT)
1 Cellular apoptosis in the primary tumor (RT and LDR + RT)
LiuJetal. (2019) 1 DNA damage (RT)
| DNA damage (LDR + RT, when compared to RT)
1 T and B cell infiltration in the primary tumor (RT and LDR +
RT)
1 T-cell infiltration in the secondary tumor (LDR + RT)
1 CD8+IFN-gamma+ T cells and CD8/CD4 ratio in secondary
tumor (LDR + RT)
| G-MDSC in secondary tumor (all groups)
1 M-MDSC in secondary tumor (LDR + RT)
| M2 in the secondary tumor (LDR+RT)
Transcriptome
5056 genes with differentiated expression (50 mGy)
Analysis Of Low-
1 205 of 3089 upregulated (related to ribosomal,
Dose lonizing
0, 10, 20, mitochondrial functions)
Radiation- Spectrophotome
and 50 | 282 of 2417 downregulated (related to nucleotide
Impacted Genes try, GO and
CD4+T mGy binding)
In CD4+ T-Cells GSEA
cells acutely, External
Undergoing sequencing and
from and 10 Gamma 1 IFN-gamma (10 and 50 mGy acute and 50 mGy chronic)
Activation and analysis, gRT-
C57BL/ and 50 rays 1 1L-4 (50 mGy acute and chronic)
Regulation Of PCR, flow
6N mice mGy 1 IL-5 (chronic 10 and 50 mGy)
Their Expression cytometry, and
chronicall | TGF-betal (50 mGy acute and chronic)
Of Select ELISA
y 1 1L-10 (50 mGy acute)
Cytokines

Cho et al. (2019)

| FoxP3+ cells (50 mGy)

| TGF-beta (50 mGy)




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
Assessment Of
Some Immune
Parameters In | % CD4+ T cells (9.53 mSv)
Occupationally 1 % CD8+ T cells (9.53 mSv)
Exposed Nuclear 1% T CD57+CD8-, T CD3+CD16+CD56+ (or NKT) and T
Power Plants Occupat CD57+CD8+ cells (9.53 and 49.52 mSv)
Nuclear 0, 9,53, Automated
Workers: ional
plant 49,52 hematology
Flowcytometry radiatio Analysis of reference values:
workers mSv analyzer
Measurements n 1 Frequency of T CD8+ and NKT above normal (9.53
Of T, B, Nk And mSv)
Nkt Cells 1 CD4+ T frequency and CD4+/CD8+ ratio below
normal (9.53 and 49.52 mSv)
Gyuleva |l et al.
(2015)
Effect of
Continuous
Irradiation with
a Very Low Dose
of Gamma Rays Weighing, Increased mouse survival
on Life Span and SJLA External necropsy, Incidence of lymphomas (between 38 and 44 weeks)
100 mGy
the Immune female Thorium | immunohistoch | 1 % CD49+ NK cells (28 and 32 weeks in the spleen)
per year
System in SJL mice nitrate emistry, and | % CD8+ T cells (after 32 weeks in spleen)
Mice Prone to B- flow cytometry Cytotoxicity of NK cells
Cell Lymphoma
Lacoste-Collin et
al. (2007)
Effects of Low-
dose Irradiation
Male
on Enhancement WST-8 exam, 1 T cell proliferation (culture with irradiated DC cells)
C57BL/ External
of Immunity by 20,50 e flow cytometry, Expression of antigens
6 and Gamma
Dendritic Cells 100 mGy RT-PCR, and IL-10 (DC, 50 mGy)
BALB/c rays
ELISA 1 1L-2, IL-12 and IFN-gamma (DC, 50 mGy)
mice

Shigematsu et al.

(2007)




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
Fibrobla
Low-Dose st-like
Irradiation synovio
Differentially cytes
Impacts (FLS)
Macrophage and
Phenotype in bone Polarization of macrophages (1st treatment)
External | Flow cytometry
Dependence of marrow | 100 mGy | MHC-II expression (2nd treatment)
X-ray and gRT-PCR
Fibroblast-Like | macroph Expression of CD86 (2nd treatment)
Synoviocytes and ages
Radiation Dose from
hTNF-
Deloch et al. alpha
(2019) transgen
ic mice
Macrophage and
tumor cell Measurement
Human
responses to and weighing, | | Weight, size of tumors, and metastasis (100 mGy)
macroph
repetitive pulsed 1,10,100 | X-rays MTT exam, 1 Polarization for M2
ages and
X-ray radiation mGy (local) ELISA, and 1 1L-6 and IL-1beta (100 mGy, 3 days after irradiation)
C57BL/
immunofluoresc | 1 IL-6 (100 mGy, 5 days after irradiation)
6 mice
Buldakov et al. ence
(2016)
4
Alteration of mSvl/year,
Cytokine Profiles divided
in Uranium into:
Miners Exposed Miners | Accumula | Occupat 1 1P-10, IL-1sRI, IL-15, IL-2, GM-CSF, IL-13, TNF-beta, IL-10
to Long-Term ina tion <20 ional and TGF-beta
Microarray
Low Dose uranium | mGy (<5 | radiatio 1 IL-1alpha and 1L-3
lonizing mine years of n Positive correlation with working time
Radiation work) and
>20 mGy
Li Ketal. (2014) (>5 years

of work)




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
| Secretion of histamine and beta-hexosamine (10 mGy acute and
The Effects of
Basophi MTT test, 10 and 50 mGy chronic, after IgE activation, 1 hour later)
Low-dose
lic spectrophotome | | IL-4 (10 and 50 mGy acute, 5 hours later)
lonizing
leukemi 10, 50, try, ELISA, | TNF-alpha (10 and 50 and 100 mGy acute, 5 hours later)
Radiation in the Gamma
a mast and 100 microplate | 1L-4 and TNF-alpha (chronic 10 and 50 mGy, 5 hours later)
Activated Rat rays
cells mGy fluorometer, | Ca2+ influx (10, 50, and 100 mGy, resulting from FceRI
Basophilic (externa
from (acute and immunoblotting | inhibition)
Leukemia (RBL- 1)
RBL- chronic) , flow | Phosphorylation Lym, Syk and PKCs, and Cgamma
2H3) Mast Cells
2H3 cytometry, phospholipase (10 and 50, and 100 mGy)
mice microscopy | Phosphorylation of MAPK (ERK, JNK, and p38) and release of
Joo et al. (2012)
endocytic vesicles (10 and 50 and 100 mGy)
Alterations of
1 thymus mass (10, 50 and 75 mGy)
immune
1 spleen mass (10 and 75 mGy)
functions
12C6+ spleen mass (50 mGy)
induced by Kun- 10, 50,
ion Weighing, MTT | 7 NK activity (50 mGy)
12C6+ ion Ming and 75
(externa test, ELISA NK activity (10 and 75 mGy)
irradiation in mice mGy
1) IFN-gamma (in thymus, 10 and 75 mGy)
mice
IFN-gamma (in thymus, 50 mGy)
1 IFN-gamma (in serum, 50 mGy)
Xie et al. (2007)
Acute
pulmonary and
splenic response Lung activity
in anin vivo Protein and cellular content of bronchoalveolar lavage
Male
model of whole- cell proliferation
Sprague | 2and 20 | External | Histology, and
body low-dose X- | Splenocyte apoptosis 2 mGy (0.5h, 4h, and 24h after irradiation)
Dawley mGy X-ray Western blot
radiation | Splenocyte Apoptosis 20 mGy (0.5h)
Rats
exposure 1 Catalase in the lung (all doses, all time points)
Catalase and SOD in the spleen
Puukila et al.

(2019)




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
1 ROS (C57BL/6, 100 mGy, 24h and 48h)
1 RNS and Ca2+ (BALB/c, 100 mGy, 24h and 48h)
ROS (BALBI/c, 100 mGy + 2Gy, 24h)
1 RNS (BALB/c, 100 mGy + 2Gy, 24h)
Differential 1 Ca2+ (BALB/c, 100 mGy + 2 Gy, compared to 2 Gy, 24 h)
radio-adaptive 1 ROS, RNS and Ca2+ (C57BL/6, 100 mGy + 2 Gy, 24h)
BALB/c
responses in 1 Phosphorylation of all MAPKs (BALB/c with stimulation, 100
(radio
BALB/c and mGy, 1h, 24h and 48h after irradiation)
sensitive | 100 mGy
C57BL/6 mice: 1 Phosphorylation of all MAPKSs (C57BL/6 without and with
)and (alone or | External ELISA, flow
pivotal role of stimulation, 100 mGy, 1h, 24h and 48h and 72h after irradiation)
C57BL/ before Gamma cytometry,
calcium and 1 Phosphorylation of all MAPKs (C57BL/6 with stimulation, 100
6 radiothera rays Western blot
nitric oxide mGy + 2 Gy)
(radiore py)
signalling Cell proliferation (BALB/c with stimulation, 100 mGy, 1h)
sistant)
| Cell proliferation (C57BL/6 with stimulation, 100 mGy and 100
mice
Premkumar et al. mGy + 2Gy)
(2019) IL-2 (both mice, with and without inhibition, 100 mGy)
IL-2 (BALBY/c, without inhibition, 100 mGy + 2 Gy, compared to
2 Gy)
IL-2 (BALB/c, with inhibition, 100 mGy + 2GY
IL-2 (C57BL/6, with and without inhibition, 100 mGy + 2 Gy)
Increase in the
Th1-Cell-Based
Immune
Response in
Healthy Workers | Radiolo Hematology
Occupat Hematological parameters
Exposed to Low- )% analyzer,
ional 1 Leukocyte proliferation
Dose Radiation - | departm | <50 mSv microscopy,
radiatio 1 IFN-gamma
Immune System ent MTT exam,
n | IL-4
Status of workers ELISA
Radiology Staff
Karimi et al.
(2017)
Analysis of C57BL/ | 1,10,and | Gamma Weighing Total splenocytes at all doses, SR and FR (day 2)
immune cell 6 mice | 100 mGy, rays hemocytometer, | 1 Total splenocytes 1 mGy, SR (day 7)




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source

populations and single (externa | flow cytometry, | | Neutrophils (100 mGy FR, days 2 and 7)
cytokine profiles (SR) or 1) hematology | Neutrophils (1 and 10 mGy SR, day 2)

in murine fractional analyzer, qRT- | 1 % Total T lymphocytes (1 and 100 mGy SR, day 2)

splenocytes (FR) PCR, and | % total T lymphocytes (100 mGy SR and FR, day 14)

exposed to irradiation western blot
whole-body low- in 3 days Subpopulations of Splenocytes
dose irradiation 1 % T CD4+ (1 and 100 mGy SR and 100 mGy FR, day 2)

| %DC (all SR doses, day 2)

Song et al. (2015) | % CH (100 mGy SR and 10 mGy FR, day 7)

| % DC (100 mGy FR, days 2 and 7)

1% Macrophages (10 and 100 mGy SR, day 2)

| % T CD8+ (10 and 100 mGy SR, day 7)

| % T CD8+ (100 mGy SR, day 14)

| % T CD8+ (1 mGy FR, day 7)

| % T CD8+ (10 and 100 mGy FR, days 2, 7 and 14)
| % CD86+ DC (all SR doses, day 2)

| % DC CD86+ (100 mGy SR, day 7)

| % T CD28+ (10 and 100 mGy SR, days 7 and 14

| % NK CD69+ (100 mGy, day 2 and day 14)

Cytokine expression

1 IFN-gamma and IL-5 (100 mGy SR, day 2)
1 1L-4 (10 and 100 mGy SR, day 2)

1 IFN-gamma and IL-12 (all FR doses, day 2)
1 1L-10 (10 mGy FR, day 2)

| 1L-4 (100 mGy FR, day 2)

1 IFN-gamma and IL-12 (all SR doses, day 7)
1 1L-10 (1 and 10 mGy SR, day 7)

| 1L-4 (100 mGy SR, day 7)

1 1L-10 (all FR doses, day 7)

1 IL-4 (1 and 10 mGy FR, day 7)

Expression of ROS-related proteins:
1 Nrf2 (1 mGy FR, day 2)
1 Nrf2 and HO-1 (1 and 10 mGy SR, day 7)

1 iNOS (10 mGy SR, day 2 and 7)




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
| INOS (1 and 100 mGy FR, day 2)
1 NF-kB (all FR doses, day 2)
1 NF-kB (all SR doses, day 7)
Gene expression analysis
876 DEGs (50 vs 0 mGy)
1 318 DEGs
Transcriptomic
| 558 DEGs
profiling reveals
488 DEGs (50 vs 150 mGy)
gene expression gRT-PCR, GO
1 263 DEGs
in human analysis, and
Human | 225 DEGs
peripheral blood Gamma analysis of
blood 50 mGy
after exposure to rays protein
samples 1Genes associated with antigen processing and presentation (50
low dose ionizing interaction
mGy)
radiation networks
| Genes associated with genetic diseases such as Alzheimer's,
Huntington's, Parkinson's... (50 mGy)
Fang et al. (2022)
HLA-DQA1L, HLA-DQA2, HLA-DQB2, HLA-DRBL, and HLA-
DRB?5 identified as mediators of dose effects
Assessment of
some factors of 14.3 and
cellular and 5.6 mSv
Radiolo
humoral accumulat | Occupat
ay Flow cytometry,
immunity in ed (<10 ional IgA and IgM (when comparing experimental and control groups)
departm biochemical
radiology yearsand | radiatio 1 CD4+/CD8+ (14.3 mSv, compared to 5.6 mSv)
ent analyzer
workers >10 years, n
workers
respective
Ebrahimiyan et al. ly)
(2021)
In Vivo
Irradiation of
Flow cytometry,
Mice Induces Phenotype
C57BL/ External magnetic
Activation of 100 mGy T 1L-10
6 mice X-rays separation, and

Dendritic Cells

Persa et al. (2018)

RT-PCR

IL-1beta, IL-6, IL-12, TNF-alpha




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
| Relative spleen mass (LDIR + sSPE, compared with control and
LDIR only, 0 and 4 days)
1 Apoptosis in skin samples (LDIR and LDIR + sSPE)
| Total blood leukocytes (LDIR + sSPE, compared to control and
LDIR, day 4)
| Blood lymphocytes (LDIR + sSPE, compared to control and
Low-dose Photon LDIR, days 4 and 21)
and Simulated | Total leukocytes and lymphocytes in the spleen (LDIR + sSPE,
Solar Particle 10 mGy, compared to control and LDIR, day 4)
Event Proton isolated | Granulocytes in spleen (LDIR + sSPE, day 4)
Weighing,
Effects on (LDIR) or | % Lymphocytes (LDIR + sSPE, day 4 and 21, blood)
External | immunohistoch
Foxp3+ T C57BL/ with a 1 % Monocytes/macrophages and granulocytes (LDIR + sSPE, day
Cobalt emistry,
Regulatory Cells | 6 mice dose of 4 and 21, blood)
plates hematology
and Other 1.6 Gy 1 % Monocytes/Macrophages (LDIR + sSPE, day 4, spleen)
analyzer
Leukocytes (LDIR + | Blood B cells (LDIR + sSPE, day 4)
SSPE) | Blood B, T, and NK cells (LDIR + sSPE, day 21)
Gridley et al. | CD8+ T cells in the blood (LDIR + sSPE, day 4 control only and
(2010) day 21 when compared to control and LDIR)
| T and B cells in the spleen (LDIR and LDIR + sSPE, day 4)
| Treg FoxP3+ and Treg FoxP3- cells in spleen (LDIR + sSPE, day
4
1 FoxP3+CD4+ in spleen (LDIR + sSPE, day 4)
| % B cells (LDIR + sSPE, day 4, blood and spleen)
1 % NK cells (LDIR + sSPE, day 4, blood and spleen)
Influence of
continuous, very
low-dose Flow cytometry,
gamma- activation, and | 1 Splenocytes (month 12)
External
irradiation on C57BL/ 100 evaluation of 1 Thymocytes (month 18)
Thorium
the mouse 6 mice | mGylyear cell 1 1gG1 (months 12, 18, and 24)
Nitrate

immune system

Courtade et al.

(2001)

proliferation

and ELISA

| 1gG2 (months 18 and 24)




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source

1 % NK cells in the spleen, lungs, and mammary glands (8 months,

10 mGy)

1 % NK cells in the lungs (6 months, 10 mGy)

1 % NK cells in the spleen (3.5 months, 100 mGy)

1 % CD8+ T cells in the spleen (100 mGy, 8 months)
% CD8+ T cells in the spleen (10 mGy, 8 months)

1% T cells in the lung (100 mGy, 8 months)

| % Lung B cells (all doses, 6 months)

1 % B cells in the lung (10 mGy. 8 months)
Activation of NK cells (10 and 100 mGy, 3.5 months)

Effects of 1 Activation of CD4+ T cells (100 mGy, 6 and 8 months)
Chronic Low- NKand T cell | 1 % IFN-gamma producing NK cells (100 mGy, 3.5 months)
Dose Internal FVB/N- proliferation 1 % Granzyme B-producing NK, CD4+ and T CD8+ cells (10

Tritium
Radiation on Tg(MM test, mGy, 8 months)
in water,
Immune- TVneu) 10 and measurement of
HTO
Stimulatory 202Mul/ | 100 mGy IFN-gamma, | NK cells proliferation, CD4+, CD8+ (stimulation with I1L-2, 100
(internal
Responses in J female flow cytometry | mGy, 3.5 and 6 months)
)
Mice mice and 1 CD4+ and CD8+ T cell proliferation (stimulation with I1L-2 and
gRT-PCR CD3/CD28, 100 mGy, 8 months)
Khan et al. (2021) | CD4+ T cell proliferation (stimulation by CD3/CD28, 100 mGy,
3.5 and 6 months)
| CD8+ T cell proliferation (CD3/CD28 stimulation, 100 mGy, 3.5
months)
| Expression of NKG2D (100 mGy, 3.5 months)
1 Expression of NKG2D (10 mGy, 6 months)
1 Expression of NKG2D (100 mGy, 8 months)
| Expression of NKG2DL (10 mGy, 6 months)
| Expression of NKG2DL (100 mGy, 8 months)
1 Rae-1 and Mult.1 (10 and 100 mGy, 3.5 months)
A pilot survey
for circulatory | Workers Occupat Lymphocyte quantification
Hematology
diseases risk ata 11.8 mSy, ional 1 % activated CD4+ T cells (11.8 mSv)
analyzer and
assessment in nuclear | 53.2mSv | radiatio 1 activated CD4+ T cells (11.8 mSv)
ELISA
nuclear power plant n 1 1L-6, CRP, and IFN-gamma

plant workers




Radiation

Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source
Gyuleva et al.
(2021)
Effect of low-
dose fast
neutrons on the
protein
components of
External 1 Changes in protein structure (days 2 and 4 post-irradiation, total
peripheral blood
Wistar Am-Be FTIR number and %)
mononuclear 10 mGy
rats Neutron spectroscopy 1 DNA breaks (days 0, 2, and 4)
cells of whole-
S Normalization of values on day 8
body irradiated
Wistar rats
Saeed et al.
(2020)
Impacts of
Terrestrial Resident
lonizing s of
Radiation on the areas Between | Mean cellular hemoglobin (52% of inhabitants)
Natural Study of
Hematopoietic with 0.4383 to | Mean cellular hemoglobin concentration (44%)
radiatio hematological
System high 1.3149 | Platelets (28%)
n parameters
normal mSv/year 1 Lymphocytes (28%)
Shahid, radiatio
Chaudhry, et al. n levels
(2015)
Exposure to Low
to Moderate
Doses of lonizing
50 and
Radiation Male | % pro-inflammatory monocytes (50 and 100 mGy, acute or
100 mGy, | External | Flow cytometry
Induces A C57BL/ chronic)
acutely or | Gamma and
Reduction of 6 ApoE- | % effector T cells (chronic 100 mGy)
chronicall rays gRT-PCR
Pro- /- mice Effector T cells (chronic 50 mGy)
y

Inflammatory
Ly6chigh

Monocytes and a




Radiation
Acrticle Model Doses Analysis methods Relevant data
source

U-Curved
Response of T
Cells in APOE -/-

Mice

Rey et al. (2021)

844 DEGs (LDIR)
Identification of

1 311 DEGs
specific gene
| 533 DEGs
expression after Human
exposure to low Skin
1 Genes associated with “cytokine/receptor interaction”, apoptosis,
dose ionizing Samples qRT-PCR,
NOD-like receptor signaling pathway
radiation EpiDer KEGG, GO,
| Genes associated with “complement and coagulation cascades”,
revealed through mFT- <100 External and protein
“melanogenesis”, “nitrogen metabolism”, “basal cell carcinoma”,
integrative 400, mGy X-ray interaction
“hedgehog signaling pathway” and “cancer pathways”
analysis of cDNA EPI- networks
microarray data | 200, and analysis
1 Antigen presentation and processing genes (LDIR)
and the AG0152
| Antigen presentation and processing genes (HDIR)
interactome 2

Analysis of protein-protein interaction networks identified EP966
Son et al. (2019)
as a possible target molecule for LDIR exposure

In vivo study of
interferon-y,
transforming

growth factor-p,

and interleukin-4 | viable lymphocytes (all doses)
100 mGy
gene expression 1 Viable lymphocytes LDIR+HDIR compared to HDIR)
Male isolated External
induced by radio Microscopy, | IL-4 and TGF-beta (LDIR + HDIR)
BALB/c | (LDIR) or | Gamma
adaptive gRT-PCR 1 IL-4 and TGF-beta (LDIR + HDIR versus HDIR)
mice with 2 Gy rays
response. IFN-gamma/IL-4 ratio (LDIR + HDIR
(HDIR)

| IFN-gamma/IL-4 ratio (LDIR + HDIR compared to HDIR)

Bahreyni-Toossi,
Sankian

(Bahreyni-Toossi

et al. 2021)




Radiation

Relevant data

Acrticle Model Doses Analysis methods
source
Risk estimation
of the low-dose
fast neutrons on
the molecular
structure of the External
female
lipids of Am-Be infrared 1 Structural changes (days 2 and 4)
Wistar 10 mGy
peripheral blood Neutron spectroscopy | Phospholipid concentration (days 2 and 4)
rats
S

mononuclear

cells

Saeed and

Abolaban (2020)
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Introduction

lonizing radiation (IR) is unavoidable in medicine, whether it is in cancer treatment, through
radiotherapy with high doses, or in imaging with low doses, While the effects of high dose
ionizing radiation (HDIR) are well known, low dose effects are still shrouded in controversy.

IR will act on cells either directly, altering DNA and protein structure, or through the creation of
free radicals, affecting a cell’s functionality and ultimately, viability [1]. This will affect the
immune system (IS), as IR not only induces an immune response, but also targets immune cells,
which accerding to the law of Bergonie and Tribondeau are radicsensitive. While not
consensual, it is theorized that IR might have an hormesis effect [2].

LDIR has been defined in 2012 as any dose lower than 100 mGy. Despite this, multiple articles
have different definitions of LDIR, and as a result, knowledge about the effects might be
somewhat skewed.

In this article, we’ve collected information from multiple articles and attempted to describe how
LDIR might interact with the immune system, with only LDIR-related data.
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Methods

First, we've used the Web of Science search engine to
demonstrate the difference between IR-IS vs LDIR-IS studies.
Than, for literature analysis, out of 100 relevant articles found
using the same method for LDIR-IS articles, a second screen
was made, using the followinginclusion criteria:
experimental articles, not reviews;

major focus an “IS-LDIR” that don’t deviate too much from
such topic;

at least one set of results related to a radiation dose <100
mGy, thatis clear and easily distinguishable from results
provided by other doses of irradiation;

The remaining articles were analysed, their data compiled and
presented below,

.

Results

Figure 2 - Summary of the data divided into 3 groups: cytokines,
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cells and others. Data presented is expressed in number of
instances of change.
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Conclusion

production.

Irradiation with LDIR will result in cell activation through MAPK and NF-kB pathways, which will induce imune cell proliferation, activation, polarization and cytokine

Acute LDIR will induce pro-inflammatory responses, but will also have a negative impact in cell counts, with splenocytes, CD8+ T cells and DCs being the main targets. It
also seems to induce adaptative reactions and when combined with radiotherapy, seems to have anti-tumoral activity.
Chronic LDIR will do the opposite, leading to an anti-inflammatory response, but also leaving the organism vulnerable to ROS damages.
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Anexo 3- Parametros medidos durante a manutencao dos peixes zebra

pH registado
8,5
8,4
8,3
8,2
8,1

7,9
7,8
7,7
7,6
7,5

Temperatura registada

28
27,8
27,6
27,4
27,2

27
26,8
26,6
26,4
26,2

26



Anexo 4- Registos feitos durante o sacrificio

Grupo | Massa de peixe inteiro (mg) | Tamanho (cm) | Massa de material biolégico (mg) | Sexo
139 22 274 F
104 23 19 F
252 2,8 383 M
142 23 16,0 M
Controlo 9 21 20,1 F
Grupo1 171 21 26,8 F
246 30 32,8 M
134 25 17,0 F
126 2.2 18,1 M
138 2,4 33,2 M
262 29 40 M
273 28 284 F
7 18 97 F
83 2,1 18,8 F
108 23 13 F
Grupo 197 27 28,1 F
80 21 10,1 F
120 23 20,6 F
158 2,6 17,8 F
103 2,1 212 F
240 2,6 391 M
91 22 142 F
154 2,5 28,9 M
Controlo
Grupo2 172 26 215 M
212 29 13,6 F
161 2,7 15,8 M
161 2,6 205 M
11 2,5 17,4 M
17 22 28,4 M
144 2,6 14,0 F
159 2,5 17,6 F
202 2,8 236 F
Grupo2 183 26 18,2 F
101 2.2 99 F
279 30 219 F
152 26 70 F
229 2,5 271 M
194 2.2 18,1 F




141 25 12,9 F
219 2,8 312 M

212 2,6 26,1 M

263 3,0 289 F

Controlo 98 2,4 11,9 F
Grupo 3 180 2,6 14,8 F
187 29 15,2 F

100 2,1 1,0 M

85 2,0 79 F

79 2,1 77 F

120 25 15,9 F

162 25 14,1 F

140 2,6 131 F

m 23 6,7 F

Grupo 3 226 29 21,1 M
174 2,5 15,9 M

141 25 26,8 F

197 25 18,5 F

185 2,5 12,6 F

347 33 235 F

2N 26 295 M

141 25 149 F

74 2,0 9,6 M

123 2.4 14,4 F

Controlo 201 29 10,8 F
Grupo 4 121 25 10,0 F
190 25 22,0 M

189 26 12,5 F

306 3,0 334 M

137 25 12,8 F

168 2,6 9,0 F

15 2,4 10,1 F

255 2,7 17,9 F

101 23 12,0 M

Grupo 4 135 2,4 12,7 F
168 28 10,0 F

15 2,4 10,1 F

192 2,6 19,4 F

164 26 12,9 F

181 2.8 14,0 F

Média 163,38 2,5077 18,451




